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The road not taken 




TWO roads diverged in a yellow wood, 
And sorry I could not travel both  
And be one traveler, long I stood  
And looked down one as far as I could  
To where it bent in the undergrowth;       
   
Then took the other, as just as fair,  
And having perhaps the better claim,  
Because it was grassy and wanted wear; 
Though as for that the passing there  
Had worn them really about the same,        
   
And both that morning equally lay  
In leaves no step had trodden black.  
Oh, I kept the first for another day!  
Yet knowing how way leads on to way,  
I doubted if I should ever come back.        
   
I shall be telling this with a sigh  
Somewhere ages and ages hence:  
Two roads diverged in a wood, and I—  
I took the one less traveled by,  
And that has made all the difference.         
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Während der letzten Jahre zeigten einige Studien, dass ie Behandlung mit Knochenmark- 
Stammzellen (KMSZ) eine vielversprechende neue Therapi option für den geschädigten 
Herzmuskel darstellen könnte.  
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es unter Behandlung mit Stammzellen zu einer 
zellulären Antwort in angezüchteten Kardiomyozyten (KMZ) kommt. Dafür wurden 
subkonfluente Kulturen aus Herzmuskelzellen von neonatalen Ratten für drei Tage mit 
Vybrant CM-DiI-markierten, sternalen humanen Knochenmarkstammzellen co-kultiviert. Im 
Anschluss wurden immunohistochemische Färbungen sowie eine quantitative Analyse mittels 
Western Blot für das Protoonkogen c-Myc durchgeführt. Des Weiteren wurde die Dichte der 
Beta-Adrenozeptoren unter Anwendung einer Histoautor di graphie mittels [125I]- 
iodocyanopindolol-Bindung analysiert. Die Auswertung der Immunohistochemie und der 
Western Blots zeigte eine signifikante Erhöhung der Expression von c-Myc in den 
Kardiomyozyten, welche in naher Umgebung der Stammzellen lagen. Dieser Effekt war 
direkt abhängig von der Entfernung der KMZ zur SZ. Die Histoautoradiographie zeigte eine 
signifikant höhere Beta-Rezeptor-Dichte in Kardiomyoz ten in direkter Nähe zur Stammzelle. 
Mit steigender Entfernung von der Stammzelle verringerte sich die Rezeptordichte. Somit 
konnte gezeigt werden, dass eine kleine Anzahl von Knochenmark-Stammzellen ausreicht, 
um eine große Zahl von Kardiomyozyten zu beeinflussen, indem eine intrazelluläre 
Signalkaskade über c-Myc aktiviert und die Anzahl der Beta-Adrenozeptoren erhöht wird. 
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Akt    Bezeichnung für Proteinkinase B 
ANOVA   analysis of variance, Varianzanalyse 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATF    aktivierender Transkriptionsfaktor 
BCA    Bicinchoninic acid  
BRD    Bundesrepublik Deutschland  
BSA    Bovines Serumalbumin 
cAMP    cyclisches Adenosinmonophosphat 
CDK    Cyclin dependent kinases  
d.h.    das heißt 
DNS    Desoxyribonukleinsäure 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
eNOS    endotheliale Stickstoffmonooxid-Synthase 
EPC    Endotheliale Progenitorzellen 
EPO    Erythropoetin  
Et al.    et alii 
FITC    Fluorescein Isothiocyanat 
FKS    Fetales Kälberserum 
GDP    Guanosindiphosphat 
GM-CSF   Granulozyten Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 
GTP    Guanosintriphosphat 
HER2    human epidermal growth factor receptor 2 
HGF    hepatocyte growth factor  
HIF-1    hypoxia-inducible factor-1 
HLH-LZ   Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper 
HMGB1   high mobility group box protein 1 
HMG CoA   3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzym-A 
HS    horse serum (Pferdeserum) 
ICYP    (125I)-iodocyanopindolol 
IGF-1    Insuline-like Growth Factor 1 
IGH    Immunoreactive Growth Hormone 
IP    Immunpräzipitation 
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KHK    Koronare Herzkrankheit 
KM    Knochenmark 
KMZ    Kardiomyozyten 
KKM    Kardiomyozyten Kultur Medium 
KMSZ    Knochenmarkstammzelle 
LV    links-ventrikulär 
LVEF    linksventrikuläre Ejektionsfraktion 
MCP-1   Macrophage Chemoattractant Protein-1 
MI    Myokardinfarkt 
mRNA   messenger Ribonukleinsäure  
MRT    Magnetresonanztomographie 
MSZ    Mesenchymale Stammzelle 
NaCl    Natriumchlorid  
NDRG2   N-Myc downstream regulated gene 2 
PBS    phosphate buffered saline 
PET    Positronenemissionstomographie  
PI3K    Phosphatidylinositol-3-Kinase 
Pos.    positiv  
PVDF    Polyvinylidin Difluorid 
RAGE    Receptor for advanced glycation end products 
RIPA    Radioimmunoprecipitation assay 
RT    Raumtemperatur 
SDF-1    stromal-cell-derived factor 1 
SDS PAGE    Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
SEM    standard error of the mean 
SERCA   Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 
SPECT   single-photon emission computed tomography 
SZ    Stammzelle 
TBS    tris buffered saline 
TGF-ß    tumor growth factor ß 
TEMED   Tetramethylendiamin 
TNF-α    Tumor-Nekrosefaktor α 
VEGF    Vascular Endothelial Growth Factor 
z.B.     zum Beispiel 
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1.   Einleitung 
1.1   Kardiale Regeneration  
 
Das menschliche Herz ist ein komplexes Gebilde, welches als Motor des Organismus für die 
stete Blutversorgung aller lebensnotwendiger Organe von entscheidender Rolle ist. Das 
Zusammenspiel von Schrittmacherzellen, elektromechanischer Kopplung und 
Herzmuskelgewebe stellt sicher, dass das gesunde Herz regelmäßig und kräftig mit jedem 
Schlag genügend Blut in die Peripherie pumpt. Ist dieser Motor beschädigt, so sind die 
Konsequenzen oft lebensbedrohlich. Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems führen nach 
wie vor die Todesursachenstatistik der Bundesrepublik Deutschland an (Tab.1).  
 
Todesursache Anzahl Gestorbene Anteil in %  
Chronische ischämische Herzerkrankung 70.557 8,3 
Akuter Myokardinfarkt 52.113 6,1 
Herzinsuffizienz 45.428 5,3 
Bösartige Neubildung der Lunge und Bronchien 43.908 5,2 
Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit 26.018 3,1 
Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet 21.594 2,5 
Hypertensive Herzkrankheit 21.047 2,5 
Pneumonie, Erreger nicht näher bezeichnet 18.014 2,1 
Bösartige Neubildung der Brustdrüse  17.974 2,1 
Bösartige Neubildung des Dickdarms 17.161 2,0 
Tab.1) Sterbefälle insgesamt 2011 nach den 10 häufigsten Todesursachen in der BRD. 
Quelle: Statistisches Bundesamt, 2012 
 
 
Im Jahr 2011 verstarben in Deutschland insgesamt 52.113 Menschen an den Folgen eines 
akuten Myokardinfarkts, der häufigsten Manifestation der koronaren Herzerkrankung 
(Statistisches Bundesamt, 2012). Hierbei kommt es zu einem Verschluss einer Koronararterie 
und damit einhergehend zum Untergang des ischämischen Herzmuskelgewebes. In den 
vergangenen 30 Jahren entwickelte sich die Reperfusionstherapie nach akutem 
Myokardinfarkt zu einer häufig angewendeten Therapieo tion. Je nach Verfügbarkeit und 
Kontraindikationen stehen die medikamentöse Thrombolyse, Ballondilatation, 
Stentimplantation sowie Bypass-Operationen zur Verfügung. Hierdurch konnten sowohl die 
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Nekrotisierung des Infarktareals als auch die Überlebensrate nach Myokardinfarkt signifikant 
erhöht werden (Lange et al., 2002). Eine wesentliche Langzeitkomplikation ist aufgrund einer 
konsekutiven Dilatation des linken Ventrikels nach Infarkt jedoch häufig nicht zu verhindern. 
Die entstehende, so genannte Postinfarkt-Herzinsuffizienz hat einen erheblichen Einfluss auf 
die Langzeit-Prognose der Patienten. Bis vor einigen Jahren wurde davon ausgegangen, dass 
Herzmuskelgewebe keinerlei postnatale Regenerationsfähigkeit besitzt, da Kardiomyozyten 
terminal differenziert und postmitotisch seien. Hypertrophie und Zelltod der 
Herzmuskelzellen wurden als einzige mögliche Reaktionen auf einen erhöhten Stress, wie es 
nach Infarkt der Fall ist, angesehen (Leistner et al., 2012). Dieses Dogma konnte jedoch 
widerlegt werden. Hinweise für eine kardiale Regenerationsfähigkeit fanden sich bei post 
mortem untersuchten Männern, denen zu Lebzeiten ein H rz von weiblichen Spendern 
transplantiert wurde. Es handelte sich also um zwischengeschlechtliche Transplantate. Es 
konnte gezeigt werden, dass 7-10% der Kardiomyozyten ein Y-Chromosom enthielten, 
obwohl deren Chromosomensatz eigentlich weiblich sein ollte. Dieser kardiale Chimärismus 
wurde als klares Indiz dafür angesehen, dass Zellen nicht-kardialen Ursprungs in das Organ 
eingewandert sein mussten und sich dort zu Herzmuskelzellen differenzierten. Des Weiteren 
konnte ein erhöhter Gehalt an primitiven Stammzellen in den Transplantaten nachgewiesen 
werden (Quaini et al., 2002). Diese Form der myokardialen Regeneration durch nicht-kardiale 
Zellen wurde zudem ergänzt durch den Nachweis verschiedener Typen kardialer 
Stammzellen, welche sich innerhalb der Herzens selbst efinden. Diese lokalen 
Vorläuferzellen wurden eingeteilt nach der Präsenz spezifischer Oberflächenmarker und es 
gelang eine Identifizierung z.B. von Isl-1 positiven kardiovaskulären Progenitorzellen, 
kardialen Sca-1 positiven Stammzellen und den Cardiosphären Zellen (Cardiospheres) 
(Martin-Puig et al., 2008). Eine schwedische Forschungsgruppe (Bergmann et al., 2009) 
machte sich an die Aufgabe, den exakten Anteil des Herzgewebes zu bestimmen, welcher im 
Laufe eines menschlichen Lebens erneuert wird. Dabei wurde herausgefunden, dass es 
erhebliche Unterschiede gibt, je nach Altersgruppe der untersuchten Individuen. So wurde 
gezeigt, dass sich bei 25-jährigen Menschen ohne kardiale Vorerkrankungen jährlich ca. 1,5% 
aller Kardiomyozyten erneuern, während sich dieser Prozentsatz bei 75-jährigen Menschen 
auf 0,45% erniedrigt. All diese Befunde zeigen jedoch, dass eine kardiale zelluläre 
Regeneration bis ins hohe Alter prinzipiell, wenn auch in geringem Umfang, stattfindet.  
Die genauen Mechanismen der kardialen Regeneration s nd jedoch weitgehend noch 
ungeklärt. Eingeteilt wurden sie in a) Mobilisierung von nicht-kardialen Vorläuferzellen, b) 
Homing (Anlocken) nicht-kardialer Vorläuferzellen, c) Neovaskularisierung und                   
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d) kardiale Myogenese entweder durch nicht-kardiale od r durch kardiale Vorläuferzellen 
(Dimmeler et al., 2005). Die Mobilisierung peripherer endothelialer Progenitorzellen (EPC) 
aus dem Knochenmark, zur Anregung einer suffizienten N ovaskularisierung, konnte unter 
anderem durch lokale Ischämie und parakrine Faktoren wie dem Zytokin GM-CSF 
(Takahashi et al., 1999) sowie VEGF (Asahara et al., 1999) gezeigt werden. Einige weitere 
Studien befassten sich ebenfalls mit der Mobilisierung der wichtigen EPCs. So konnten 
positive Effekte unter anderem für das in der Niere produzierte proangiogenetische Hormon 
Erythropoetin (EPO) (Heeschen et al., 2003), aber auch für die weit verbreitete lipidsenkende 
Therapie mit HMG CoA Reduktase-Inhibitoren, den so genannten Statinen (Dimmeler et al., 
2001), nachgewiesen werden. In letzterer Studie wurde gezeigt, dass die Induktion der EPC-
Differenzierung durch Statine über den PI3K/Akt Pfad geschieht. Da die Proteinkinase Akt 
für die Phosphorylierung von eNOS und auch für die Wirkweise von VEGF als 
proangiogenetischen Wachstumsfaktor gebraucht wird (Morales-Ruiz et al., 2000), konnte 
gezeigt werden, welch wichtige Rolle Akt im Prozess der Neovaskularisierung spielt. In 
weiteren Studien konnten EPC-mobilisierende Fähigkeiten, abhängig von endothelialem 
Stickstoffmonooxid, auch dem weiblichen Geschlechtshormon Östrogen (Iwakura et al., 
2003), aber auch alleiniger körperlicher Aktivität (Laufs et al., 2004) zugeschrieben werden. 
Die breite Varianz der unterschiedlichen förderlichen Maßnahmen zeigt, wie die 
verschiedensten Mechanismen in diesen Regelkreis der Neovaskularisierung eingreifen und 
somit Teil der kardialen Regenerationsfähigkeit sein könnten. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass es durch den stromal-cell-derived factor  SDF-1, welcher z.B. nach 
Myokardinfarkt in erhöhtem Maße exprimiert wird, zu einer Mobilisierung von 
Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in den peripheren Blutstrom kommt (Hattori et al., 
2001). Ein weiterer wichtiger Mechanismus der kardilen Regeneration ist das Homing von 
Vorläuferzellen, also das Anlocken der Zellen zu den Zielorganen, meist vermittelt durch 
Botenstoffe. Der Prozess des Homings setzt sich aus mehreren Schritten zusammen, die 
nacheinander ablaufen. Er beginnt mit der initialen Adhäsion an aktiviertem Endothel oder 
exponierter Matrix, danach folgt die Migration durch das Endothel und schließlich endet er 
mit der Invasion in das Zielgebiet (Dimmeler et al., 2005). Für jeden einzelnen dieser Schritte 
wurden in den vergangenen Dekaden Stoffe entdeckt, die als Regulatoren wirken. Askari et 
al. (2003) zeigten, dass SDF-1 eine Schlüsselrolle beim Homing von Vorläuferzellen in 
regenerierendes Myokard spielt. Die Studie zeigte an einem Modell der ischämischen 
Kardiomyopathie sogar eine Verbesserung der linksventrikulären Funktion, wenn eine 
Überexpression von SDF-1 induziert wurde.  Es wurde entschlüsselt, dass es, vermittelt durch 
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den Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1), in direkt proportionaler 
Abhängigkeit vom Sauerstoffangebot in Endothelzellen zu einer Upregulation der SDF-1- 
Expression und als Folge dessen zu einem verbessertn Homing zirkulierender 
Progenitorzellen in das ischämische Gewebe kommt (Ceradini et al., 2004). High mobility 
group box protein 1 (HMGB1) konnte eine Funktion als proinflammatorischer Faktor 
zugeschrieben werden, welcher von nekrotischen Zellen ausgeschieden wird (Scaffidi et al., 
2002). Es wurde gezeigt, dass HMGB1 und sein Rezeptor RAGE (receptor for advanced 
glycation end products) sowohl die Migration als auch die Proliferation von 
Mesoangioblasten, Stammzellen des gefäßbildenden Systems, induzieren und dieses Protein 
damit eine Rolle in der Regeneration von Muskelgewebe spielen könnte (Palumbo et al., 
2004). Die Adhäsion und Transmigration von Vorläuferzellen durch das Endothel wird durch 
Integrine reguliert. Es konnte nachgewiesen werden, ass endotheliale Progenitorzellen ß2-
Integrine exprimieren und dass diese eine wichtige Funktion innerhalb der Adhäsion der 
Vorläuferzellen an die endotheliale Zellschicht sowie der endothelialen Transmigration und 
somit für die postnatale Neovaskularisierung besitzn (Chavakis et al., 2005).  
 
 
1.2   Kardiale Stammzelltherapie 
1.2.1   Studienlage  
 
Stammzellen zeichnen sich durch die Fähigkeit aus, sich zu verschiedenen Zelltypen 
differenzieren zu können. Embryonale Stammzellen bilden den Ursprung jeden Lebens, da sie 
sich durch eine Totipotenz auszeichnen, d.h. aus Ihnen entstehen nach einer Vielzahl von 
Differenzierungsschritten alle möglichen Zellen, Gewebe und Organe eines jeden 
Organismus. Im Laufe des Lebens verlieren die Stammzellen diese totale 
Differenzierungsfähigkeit. Jedoch gibt es auch innerhalb eines erwachsenen Individuums so 
genannte Stammzellnischen. Hier befinden sich multipotente adulte Stammzellen, aus 
welchen sich eine Vielzahl von Vorläuferzellen (Progenitorzellen) entwickeln können. Das 
größte Reservoir dieser Zellen bilden die Knochenmarkst mmzellen. Ihre regenerative 
Fähigkeit innerhalb des blutbildenden Systems ist enorm und eine Stammzelltransplantation 
wird bei vielen hämatologischen Erkrankungen wie z.B. Leukämien schon seit Jahren 
durchgeführt.  
Ein weiterer, moderner Einsatz adulter Stammzellen ist die autologe Stammzelltherapie bei 
Patienten nach Myokardinfarkt. Bereits vor 11 Jahren wurden erstmals adulte humane 
  Einleitung 
 
 13 
Stammzellen eingesetzt, mit dem Ziel, das infarzierte Myokardgewebe eines Patienten mit 1-
Gefäß-KHK zu regenerieren. Die intrakoronar applizierten Stammzellen bewirkten eine 
signifikante Verkleinerung des Infarktareals sowie e ne Verbesserung der linksventrikulären 
Funktion (Strauer et al, 2002). Bis zum heutigen Tage wurden weltweit viele Tiermodelle und 
klinische Studien publiziert, welche sich mit den Effekten von adulten Stammzellen auf 
beschädigtes Herzmuskelgewebe beschäftigten (Leistner et al., 2012). Die meisten dieser 
Studien wurden an Patienten mit Zustand nach akutem Myokardinfarkt durchgeführt (Tab.2). 
Die Studien REPAIR-AMI (Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct Remodeling 
in Acute Myocardial Infarction) als bisher größte (n 204) randomisierte, Placebo-kontrollierte 
Studie (Schächinger et al., 2006) und BOOST als älteste ihrer Art (Wollert et al., 2004) 
demonstrierten eine Verbesserung der linksventrikulären Funktionsparameter wie z.B. LVEF 
(linksventrikuläre Ejektionsfraktion) 4 bzw. 6 Monate nach Stammzelltransplantation, wobei 
sich die deutlichste Steigerung bei jenen Patienten mit einer initial stärker eingeschränkten 
LV-Funktion fand. REPAIR-AMI zeigte zudem einen Zusammenhang zwischen dem 
Zeitpunkt der Transplantation und der verbesserten LV-Kontraktilität. So fand sich bei den 
Patienten, die bis zu vier Tage nach MI transplantiert wurden, keine verbesserte 
linksventrikuläre Funktion. In der BOOST-Studie wurden kardiale MRTs zur Darstellung des 
Endpunkts der Erhöhung der LVEF genutzt und es zeigte sich, dass die Verbesserung in der 
Stammzell-Gruppe vor allem durch eine verstärkte regionale Wandbewegung im Gebiet der 
Infarkt-Grenzzone begründet war.  
Einige wenige groß angelegte Studien wurden bereits für die Stammzelltherapie bei Patienten 
mit einer schwerwiegenden Spätkomplikation des Myokardinfarkts, der Post-Infarkt-
Herzinsuffizienz, publiziert (Tab. 3). Hierbei liegt nicht nur ein lokaler Schaden am Herzen in 
Form einer Infarktnarbe vor, sondern es handelt sich um eine Systemerkrankung mit 
weitreichenden Folgen für den gesamten Organismus. Die TOPCARE-CHD-Studie 
(Transplantation of Progenitor Cells and Recovery of Left Ventricular Function in Patients 
with Chronic Ischemic Heart Disease) (Assmus et al., 2006) zeigte eine moderate, aber 
signifikante Verbesserung der regionalen und globalen linksventrikulären Funktion 3 Monate 
nach intrakoronarer Stammzell-Infusion bei Patienten, welche mindestens drei Monate vor der 
Transplantation einen Myokardinfarkt erlitten hatten.
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Tab. 3) Randomisierte Stammzelltherapie-Studien bei Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz.  
Tab. 2+3) KMSZ= Knochenmarkstammzelle, i.c.= intrakoronar, i.m.= intramyokardial, 
LVEF= linksventrikuläre Ejektionsfraktion, QLVA= quantitative linksventrikuläre 
Angiographie,  
SPECT= Single Photonen Emissionstomographie, MRT= Magnetresonanztomographie 
(+) signifikanter Effekt, ((+)) positiver Trend, (-) kein Effekt  
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1.2.2   Mögliche Mechanismen der kardialen Stammzelltherapie 
 
Die genauen Mechanismen, welche zu den beschriebenen positiven Effekten führen, sind bis 
heute noch unklar. Die meisten der in-vivo und in-vitro Studien, die sich mit der 
Transplantation von Knochenmarkstammzellen befassten, etzten ihren Fokus jeweils auf das 
Schicksal der transplantierten Zellen. Als ein möglicher Mechanismus ist die kardiale 
Myogenese, also die Bildung neuer Herzmuskelzellen, zu nennen. Eine Studie konnte als 
Hinweis für eine Transdifferenzierung von Stammzellen zu Herzmuskelzellen zeigen, dass 
nach Injektion autologer, mit 5-Azacytidin vorbehandelter und markierter 
Knochenmarkstammzellen in eine mittels Erfrierung hervorgerufene Myokardnarbe eben 
diese Zellen in der Narbe wiedergefunden werden konnten. Sie transdifferenzierten sich zu 
Kardiomyozyten-ähnlichen Zellen, welche positiv fürTroponin I und die schwere Kette von 
Myosin waren. Des Weiteren konnte ein proangiogenetischer Effekt der Stammzellen 
nachgewiesen werden (Tomita et al., 1999). Zu gegensätzlichen Ergebnissen kamen Nygren 
und Kollegen (2004) in einer Studie, in der sie zeigten, dass Knochenmarkstammzellen zwar 
gut im infarzierten Myokard anwachsen, sich dort jedoch nicht zu Kardiomyozyten 
transdifferenzieren. Außerhalb der Infarktzone, wo noch intakte Herzmuskelzellen vorhanden 
waren, kam es lediglich zu vereinzelten Zellfusionen zwischen Stammzellen und KMZ. Die 
Relevanz der Transdifferenzierung oder Fusion als Ursachen der kardialen Regeneration nach 
Stammzelltransplantation wurde kontrovers diskutiert, nachdem andere Forschungsgruppen 
herausfanden, dass die transplantierten Stammzellen, di  sich im infarzierten Myokard 
festsetzten, keinerlei Einfluss auf die kardiale Regeneration im Sinne einer Myogenese hatten. 
Sie differenzierten sich weder zu Kardiomyozyten, noch fusionierten sie mit ihnen, sondern 
zeigten nur traditionelle hämatopoetische Entwicklungstendenzen (Balsam et al., 2004). 
Garbade und Kollegen (2005) zeigten anhand von Co-Kulturen bestehend aus gefärbten, 
humanen adulten Stammzellen und anders gefärbten neonatalen Kardiomyozyten von Ratten, 
dass es bei 18% der einfach gefärbten Stammzellen zu einer Änderung des Phänotyps im 
Sinne einer Doppelfärbung kam. Einige dieser Zellen z igten neben der zweifachen Färbung 
auch die Co-Expression von Menschen- und Rattengene, was für eine Zellfusion sprach.  In 
einer weiteren in-vitro Studie konnte gezeigt werden, dass Knochenmarkstammzellen aus 
Schweinen in Co-Kultur mit Rattenkardiomyozyten nach 7 Tagen begannen sich spontan und 
synchron zu kontrahieren. Des Weiteren exprimierten 55,9% der Stammzellen alpha-Actinin 
und mehr als 98% waren positiv für Connexin 43. Die Aktionspotenziale der 
Kardiomyozyten-ähnlichen Zellen entsprachen denen von Vorhofzellen (Rastan et al., 2005)  
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Lu et al. (2006) konnten zwar nachweisen, dass die Stammzelltherapie zu einer Reduktion des 
linksventrikulären Funktionsdefizits führte, dass dies jedoch nicht auf eine myokardiale oder 
endotheliale zelluläre Regeneration, sondern eine Be influssung durch Zytokine wie TNF-α 
und TGF-β zurückzuführen war. In-vivo Studien haben sogar gezeigt, dass die Anzahl an SZ, 
die nach einer Stammzelltransplantation im Herzmuskelgewebe verbleiben, zu klein ist, als 
dass sie die Verbesserung der kardialen Funktion durch einen der oben aufgeführten 
Mechanismen erklären könnte (Iso et al., 2007).  
Urbich und Kollegen (2005) erforschten die parakrinen Effekte von zirkulierenden 
endothelialen Progenitorzellen. Die Ergebnisse zeigten,  dass EPCs in hohem Maße 
Wachstumsfaktoren wie VEGF-A, IGF-1, SDF-1 und HGF exprimierten und in ihre 
Umgebung sezernierten. Dadurch kam es zu einer Förderung der Einwanderung von adulten 
Endothelzellen und lokalständigen kardialen Stammzellen in das geschädigte Gebiet, wodurch 
der Prozess der Neovaskularisierung beschleunigt und die Regeneration ischämischen 
Gewebes angeregt werden könnte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mesenchymale 
Stammzellen, welche die Proteinkinase Akt in erhöhtem Maße exprimierten (Akt-MSZ), in 
der Lage waren, das Remodeling des geschädigten Myokards durch Ausscheidung 
verschiedenster Wachstumsfaktoren zu beeinflussen. Ebenfalls durch ausgeschiedene, lösliche 
Faktoren konnte eine Verminderung der Infarktgröße und eine Verbesserung der globalen 
Herzfunktion nachgewiesen werden. Da die Studie zeigte, dass der primäre Endpunkt der 
kardialen Verbesserung bereits nach 72h erreicht war, lso lange vor einer 
Transdifferenzierung und da dieselben benefitären Effekte auch durch alleinige Injektion von 
Zellkulturmedium der kultivierten Akt-MSZs wiederholt werden konnten, war anzunehmen, 
dass die Hypothese eines parakrinen Effekts der Stammzellen bestätigt sein könnte (Gnecchi 
et al., 2005 und 2006). Die genannten Studien konnten also belegen, dass die Förderung der 
kardialen Funktionsverbesserung durch Stammzelltherapi  aus mehreren ineinander 
greifenden Prozessen besteht, die eine Kombination aus Vaskulogenese, myokardialer 
Regeneration und parakrinen Effekten darstellt. Gemeinsamer Endpunkt dieser Mechanismen 
ist die Reparatur des Herzmuskelgewebes (Gnecchi et al., 2008; Abb.1).  
Bislang fehlt aber weitgehend eine Untersuchung, was mit den Kardiomyozyten in der 
unmittelbaren Umgebung von Stammzellen geschieht. 
 




Abb. 1) Wahrscheinliche Mechanismen der Stammzelltherapie. Differenzierung und Fusion 
führen zu Gefäßbildung und Regeneration von Herzmuskelgewebe. Die parakrinen Effekte 
können viele Prozesse positiv beeinflussen, z.B. die Neovaskularisation und die Neubildung 
von Herzmuskelzellen. Kardiale Regeneration, Vaskulogenese und die parakrinen Effekte 
führen schließlich zur Reparatur des Herzmuskels. (nach Gnecchi et al., 2008). 




Ein möglicher Angriffspunkt der Stammzellen bzw. ihrer parakrinen Faktoren könnte in der 
sympathoadrenergen Kommunikation liegen. Katecholamine steuern unter anderem die 
Herzfrequenz und Kontraktionsstärke des Herzens. Eine Studie konnte zeigen, dass es durch 
Stammzelltransplantation zu einer Erhöhung der kardialen ß-Rezeptoren-Dichte kam (Dhein 
et al., 2006), welche als zelluläre Schnittstelle zwischen den Katecholaminen und 
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1.3   Kardiale ß-Adrenozeptoren  
1.3.1   Aufbau und Funktion 
 
Die Interaktion der Katecholamine mit den Körperzellen erfolgt über membrangebundene 
Rezeptoren. Bisher konnten neun verschiedene Subtypen dieser so genannten Adrenozeptoren 
identifiziert werden. Sie werden α1A-, α1B-, α1D-, α2A-, α2B-, α2C-, β1-, β2- und β3- 
Adrenozeptoren genannt. Die wichtigsten kardialen Rezeptoren gehören zur Gruppe der ß-
Rezeptoren. Sie bestehen aus 7 hydrophoben Abschnitten zu je 28 Aminosäuren. Die 
Ligandenbindungsstelle befindet sich an der Membranaußenseite. Im Zytosol ist der Rezeptor 
an ein stimulierendes G-Protein (Gs) gekoppelt, welches sich aus den 3 Untereinheiten 
Gα, Gβ und  Gγ zusammensetzt. Ist der Rezeptor mit Adrenalin besetzt, führt dies dazu, dass 
das an die Gα- Einheit gebundene GDP durch GTP ausgetauscht wird. Nun setzt sich der 
eigentliche Wirkmechanismus in Gang. Der Gα- TP-Komplex dissoziiert zu dem 
membranständigen Enzym Adenylatzyklase und aktivier dieses. Die Adenylatzyklase dient 
als Katalysator für die Bildung von cAMP, welches intrazellulär wiederum die cAMP-
abhängige Proteinkinase A aktiviert. Das Enzym Proteinkinase A phosphoryliert eine 
Vielzahl von intrazellulären Proteinen, unter anderem die L-Typ-Calcium-Kanäle, wodurch 
die Aufnahme von Calcium-Ionen als obligate Voraussetzung für die Muskelkontraktion 
getriggert wird und Phospholamban, was im dephosphorylierten Zustand die Funktion der 
SERCA inhibiert, Calcium-Ionen ins endoplasmatische R tikulum zu transportieren und 
somit die Relaxation der Myozyten zu fördern. 
Im Gegensatz dazu gibt es auch inhibierende G-Proteine Gi, die den intrazellulären cAMP-
Spiegel senken (Lehninger, Nelson, Cox, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass ß2- 
Rezeptoren die Fähigkeit besitzen, sowohl Gs als auch Gi- Proteine zu aktivieren. Diese 
Fähigkeit konnte auch für Glucagon-, Histamin- und Serotonin- Rezeptoren nachgewiesen 
werden (Kilts et al., 2000) Es ist bekannt, dass im menschlichen Herzen der ß1-Adrenozeptor 
quantitativ überwiegt. So beträgt das Verhältnis von ß1- zu ß2-Rezeptoren im Vorhof ca. 60-
70% : 40-30% und in den Ventrikeln ca. 70-80% : 30-20% (Brodde, 1991). 
 
 
1.3.2   Physiologische und pathologische Variabilitä  der Rezeptordichte 
 
Die Anzahl der ß-Adrenozeptoren unterliegt einer Vaiabilität, die hauptsächlich durch die 
neurohumerale Aktivierung reguliert wird. Nachdem der ß-Adrenozeptor durch einen 
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Agonisten besetzt wurde, folgt eine Phosphorylierung durch eine G-Protein gekoppelte 
Proteinkinase, genauer der ß-adrenergen Rezeptorkinase. Dies führt wiederum dazu, dass ß-
Arrestin als Co-Faktor an den Rezeptor binden kann. Als Folge dessen erfolgt eine 
Internalisierung des ß-Adrenozeptors, wodurch er dem sympathoadrenergen Regelkreislauf 
nicht mehr zur Verfügung steht. Dieser Prozess der R zeptor-Internalisierung wird auch 
Desensibilisierung genannt und dient als negativer Rückkopplungsmechanismus dazu, eine 
Überstimulation der Zelle durch das adrenerge System zu verhindern (Lohse et al., 1990).   
Einen wichtigen Mechanismus stellt die Desensibilisierung der ß-Adrenozeptoren innerhalb 
des Krankheitsbildes der Herzinsuffizienz dar. Mit Herzinsuffizienz wird die „Unfähigkeit 
des Herzens, das vom Organismus benötigte Herzzeitvolumen bei normalem enddiastolischen 
Ventrikeldruck zu fördern.“ bezeichnet (Herold, 2008). Einer der 
Kompensationsmechanismen des Organismus bei Herzinsuffizienz ist die Aktivierung des 
Sympathikus und Ausschüttung von Katecholaminen. So konnte erstmals 1965 eine erhöhte 
Konzentration von Noradrenalin im Blut von Patienten mit Herzinsuffizienz gemessen 
werden (Chidsey et al., 1965). Cohn und Kollegen (1984) konnten sogar darlegen, dass der 
Plasma-Noradrenalin-Wert einen besseren Prognosemark r für die Mortalität 
herzinsuffizienter Patienten darstellt als z.B. die H rzfrequenz oder die Plasma-Renin-
Aktivität. Als Ursachen für die erhöhten Noradrenali -Werte konnten zwei Mechanismen 
genannt werden. Erstens der Überschuss an Neurotransmitter (bis zu 50-fach erhöhte 
Ausscheidung von Noradrenalin in unbehandelten Herzinsuffizienz-Patienten) durch die 
gesteigerte sympathische Aktivierung, auch als spillover bezeichnet (Esler et al., 1997) und 
zweitens die reduzierte Aktivität des Noradrenalin-Wiederaufnahme-Transporters uptake-1 
(Böhm et al., 1995). Ein weiterer Meilenstein zum Verständnis der Herzinsuffizienz war die 
Veröffentlichung von Bristow und Kollegen (1982), die zeigte, dass es im insuffizienten 
Herzen zu einer Downregulation der ß-Adrenozeptoren und damit zu einer verminderten 
Ansprechrate auf positiv inotrope ß-Agonisten kommt. Nach weiteren Studien ist das Wissen 
über die pathologischen Veränderungen im ß-adrenerg Regelkreis noch detaillierter 
geworden. So konnte gezeigt werden, dass im insuffizienten Herz die Anzahl von ß1-
Rezeptoren reduziert ist, sich die Anzahl der ß2-Rezeptoren jedoch nicht signifikant 
verändert, diese aber durch eine Entkopplung von der membranständigen Adenylatzyklase 
inaktiviert werden. Des Weiteren ist bekannt,  dass da  inhibierende G-Protein Gi in seiner 
Aktivität im insuffizienten Herzen gesteigert ist, genauso wie die G-Protein gekoppelte 
Rezeptorkinase-2, deren Funktion, wie bereits erwähnt, einen entscheidenden Teil zur durch 
Arrestin vermittelten Internalisierung der ß-Adrenozeptoren beiträgt (Brodde OE, 2007). 
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Die chronische sympathoadrenerge Aktivierung von Kardiomyozyten kann also unter 
anderem durch Quantifizierung der ß-Adrenozeptoren veranschaulicht werden. Die 
Aktivierung von Zellen auf der Ebene des Zellzyklus nterliegt der Kontrolle durch eine 
Vielzahl von Regulatorgenen. Eine wichtige Rolle spielen dabei die Protoonkogene, also 
eigentlich normale Gene, die infolge einer Mutation zu Onkogenen werden können. Sie 
kontrollieren häufig Wachstum und Entwicklung von Zellen. Ein wichtiger Vertreter dieser 
Gruppe ist c-Myc. 
 
 
1.4   Das Protoonkogen c-Myc 
 
C-Myc gehört neben B- N-, L- und s-myc zur Myc-Familie und ist bekannt für seine Rolle bei 
der Entstehung bösartiger Tumoren (Oster et al., 2002). So zeigten verschiedene Studien, dass 
eine erhöhte Expression des c-myc-Gens unter anderem bei Lungen- und 
Kolontumorzelllinien zu finden ist (Yoshimoto et al., 1986). Münzel und Kollegen (1991) 
stellten eine Veränderung am c-myc-Gen im Sinne einr Vermehrung, Hypomethylierung 
oder Umlagerung bei 50% der von ihnen untersuchten Mammakarzinome fest. Für 
Ovarialkarzinome wurde gezeigt, dass 40% der untersuchten Tumorproben eine 
Vervielfältigung des c-myc-Gens besaßen. Des Weiteren zeigte sich für die c-myc-
Patientinnen eine ungünstigere Überlebensprognose, vor allem bei gleichzeitig erhöhtem 
HER-2/neu  (Wang et al., 1999). In heterodimerisierter Form mit seinem Partnerprotein Max 
konnte dem Protein c-Myc eine regulierende Funktion auf die Expression einer Vielzahl von 
Genen zugeschrieben werden. Der Großteil dieser c-Myc-Zielgene gehört dabei zu der 
Gruppe der so genannten delayed early genes, d.h. es handelt sich um Gene, die erst mit einer 
Verzögerung von einigen Stunden nach einer Zellaktivierung durch Wachstumsfaktoren 
exprimiert werden. Einige dieser Gene werden benötigt, um das Übertreten der Zelle in die S-
Phase (DNS-Synthese) zu vollziehen, was die Zellzyklus-regulierende Funktion von c-Myc 
beweist (Dang et al., 1999). Das c-myc-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 8 und 
besteht aus drei Exons. Das c-Myc-Protein besteht aus 439 Aminosäuren und hat ein 
Molekulargewicht von 64 kDa. Die Struktur von c-Myc weist eine Besonderheit auf. Es 
besitzt am C-terminalen Ende eine Helix-loop-Helix-Leucin-Zipper- (HLH-LZ) Domäne, die 
eine Dimerisierung mit anderen HLH-LZ Proteinen, wie dem obligaten Partner MAX, 
ermöglicht. Die Effekte des Myc-Max-Komplexes im menschlichen Organismus erstrecken 
sich aufgrund der Vielzahl an Zielgenen auf die unterschiedlichsten Bereiche wie z.B. 
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Zellzyklus, Apoptose, Stoffwechsel, Zelladhäsion oder Zelldifferenzierung (Gardner, Lee, 
Lang, 2002). C-Myc wird oft mit dem Begriff Zellaktivierung in Verbindung gebracht. Es 
konnte gezeigt werden, dass ruhende, also sich nicht teilende Zellen nur eine sehr niedrige 
Menge an c-Myc exprimieren. Wenn diese Zellen jedoch durch z.B. Wachstumsfaktoren zum 
Teilen angeregt werden, so kommt es zu einem Anstieg d r c-Myc Expression in der 
Übergangsphase von der G0 zur G1-Phase des Zellzyklus (Rabbitts et al., 1985). Nie und 
Kollegen (2012) konnten zeigen, dass c-Myc die Expression fast aller aktiven Gene in 
Lymphozyten und Embryonalen Stammzellen vervielfältigt. Ausgenommen davon sind die so 
genannten immediate early genes, also jene Gene, die bereits wenige Minuten nach 
Zellaktivierung exprimiert werden, so wie z.B. c-fos der auch c-myc selbst. Diese Rolle als 
universeller Gen-Regulierer zeigt die fundamentale B deutung dieses Protoonkogens 
innerhalb der komplizierten Regelkreisläufe des Zellstoffwechsels.  
 
 
1.5    Aufgabenstellung 
 
Dhein und Kollegen (2006) zeigten anhand eines in-vivo Modells an Kaninchenherzen mit 
nicht-ischämischer Kardiomyopathie, dass die Transpla tation von KMSZ zu einer Erhöhung 
der ß-Rezeptor Dichte der Herzmuskelzellen führte. Di ser Effekt war im linken Ventrikel, 
also dort wo die Knochenmarkstammzellen deponiert wo den waren besonders deutlich, und 
fehlte im rechten Ventrikel, wo keine KMSZ appliziert wurden. Unklar blieb dabei, ob es sich 
um einen sekundären Effekt im Rahmen der verbessertn hämodynamischen Eigenschaften 
handelte oder ob die Stammzellen selbst in der Lage waren, die ß-Rezeptor-Upregulation 
herbeizuführen. Des Weiteren ist bekannt, dass es durch eine Aktivierung von ß-
Adrenozeptoren zu einer erhöhten c-Myc Expression kommen kann (Whitelaw et al., 1992). 
Daraufhin wurde in dieser Dissertation die Hypothese entwickelt, dass es durch 
Knochenmark-Stammzellen zu einer Erhöhung der ß-Adrenozeptoren-Dichte kommen kann, 
woraufhin es zu einer Aktivierung von c-Myc mit einr entsprechenden Überexpression 
kommt. Um diese Hypothese zu testen, wurden Co-Kulturen bestehend aus Kardiomyozyten 
und Knochenmarkstammzellen hergestellt. Es wurde unt rsucht, ob es in den Co-Kulturen im 
Vergleich zu Monokulturen zu einer Erhöhung der ß- Rezeptor- Dichte sowie einem Anstieg 
der c-Myc-Konzentration kommt. Des Weiteren wurde untersucht, ob diese Ergebnisse 
besonders ausgeprägt sind in den Herzmuskelzellen, welche sich in unmittelbarer 
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Nachbarschaft zu den Stammzellen befinden und ob es mit teigender Entfernung zu einer 
Abnahme des Effekts kommt. 
 
In der vorliegenden Dissertation wurden zwei Fragen untersucht, welche sich beide mit dem 
Einfluss von Knochenmarkstammzellen auf Kardiomyozyten auseinandersetzen. Als 
Grundlage wurde ein in-vitro Modell einer Co-Kultur bestehend aus KM von neonatalen 
Ratten und humanen, sternalen KMSZ entwickelt, welches auf folgende Fragen hin 
untersucht wurde: 
1) Gibt es einen lokalen Effekt der SZ auf die ß-Adrenozeptor-Dichte der 
Herzmuskelzellen, d.h. kommt es zu einer Upregulation der ß-Rezeptoren in den 
umliegenden KM? 
2) Führt die Co-Kultivierung mit SZ in den benachbarten Kardiomyozyten zur 
Aktivierung einer intrazellulären Signalkaskade, welch  in den Zellzyklus eingreift? 
Das Hauptaugenmerk wurde hierbei vor allem auf den Aspekt der Lokalität gelegt, d.h. ob 
sich evtl. vorhandene Effekte in jenen Herzmuskelzell n in direkter Nähe zur SZ stärker 
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2.  Material und Methoden 
2.1  Material 
2.1.1  Patienten 
 
Bei den Knochenmarkspendern handelte es sich um sternotomierte Patienten der Klinik für 
Herzchirurgie des Herzzentrums Leipzig. Sie gaben ihr schriftliches Einverständnis, nachdem 
sie über das Procedere der Entnahme, mögliche Komplikationen und den wissenschaftlichen 
Zusammenhang aufgeklärt wurden. Bei den Patienten handelte es sich um Männer und Frauen 
zwischen 55 und 75 Jahren ohne maligne Vorerkrankungen in der Anamnese.  
Der Gebrauch von menschlichem Knochenmark für diese Studie erfolgte im Einklang mit der 
Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethikkommission der Universität Leipzig (Reg.-
Nr.: 184/2002) anerkannt.  
 
 
2.1.2  Tiere 
 
Die neonatalen Kardiomyozyten wurden isoliert aus den Ventrikeln von maximal 48h alten 
Sprague-Dawley Ratten beiderlei Geschlechts, welche unt r sterilen Bedingungen aufgezogen 
wurden im Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig. Für den Transport in das herzchirurgische Forschungslabor wurden extra 
Transportboxen mit Luftlöchern und weich gepolstertem Untergrund angefertigt. 
Alle Tier-Experimente wurden nach dem Deutschen Tierschutzgesetz und unter Anwendung 
des „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ durchgeführt und wurden vom 
lokalen Tierschutzkomitee zugelassen. 
 
 
2.1.3  Geräte 
 
6-well-plates (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich) 
Axiocam MRc5 (Zeiss, Jena, Deutschland) 
Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) 
Blutgasanalysator ABL 700 series (Radiometer, Kopenhagen, Dänemark) 
Falcon Tubes 15ml und 50ml (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich) 
Inkubator (37°C) 1000 (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) 
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Kulturschrank Function Line BB 16 CU (Heraeus Instruments, Düsseldorf, Deutschland) 
Mini -Protean-III  (TM) Blottkammern (Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) 
Plattformschüttler Rotamax 120 (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) 
Petrischalen (94mm x 16mm, Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich) 
Roti-PVDF Membran (T830.1) (Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) 
Spectrophotometer Lamda scan 200 (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) 
Sterilbank Hera Save (Heraeus instruments, Düsseldorf, Deutschland) 
Varioklav Dampfsterilisator Typ 25 T (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) 
Vortex Mixer VM 300 (Gemmy Industrial Corp., Taipei, Taiwan) 
Waage BP 210 D (Sartorius AG, Goettingen, Deutschland) 
Wärmebad  GFL 1083 (GFL - Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, 
Deutschland) 
Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q Academic System (Millipore, Billerica, USA) 
Zentrifuge Biofuge Stratos (Heraeus, Hanau, Deutschland) 
ZNE Nuggeteismaschine (Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen, Deutschland) 
 
 
2.1.4  Chemikalien 
 
Anti-c-Myc-Antikörper (Santa Cruz Biotechs, Santa Cruz, USA) 
Anti-c-Myc Antikörper monoklonal Maus (Chemicon, Tem cula, USA) 
Anti-mouse- IgG2 Antikörper (Sana Cruz Biotechs, Santa Cruz, USA) 
BCA-Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) 
Bovines Serumalbumin (A9418) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
CaCl2 x 2 H2O (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
CGP 12177A (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
DAKO Fluorescent Mounting Medium (DAKO, Carpinteria, USA) 
Ethanol 99,8 % (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Entellan (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) 
Fötales Kälberserum (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) 
Ficoll Histopaque 1077 ( Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
FITC-Anti- Maus-IgG Antikörper Schaf (Chemicon, Temcula, USA) 
Gelatine (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
Glukose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
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Glycin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Pferdeserum (Gibco, Paisley, USA) 
ICYP; (125I)-iodocyanopindolol (Perkin Elmer, Waltham, USA) 
KCl (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 
KH2PO4 (Riedel-de Haën, Seelze, Deutschland) 
Kodak AL-4 Fixierer (Carestream Health Inc., Rochester, USA) 
Kodak D19 Entwickler (Carestream Health Inc., Rochester, USA) 
Kodak NTB Foto-Emulsion (Carestream Health Inc., Rochester, USA) 
Kollagenase Typ II (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) 
M199 + Gluta MAX Zellkultur-Medium ( Gibco, Paisley, UK)  
MgCl2 x 6 H2O (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
MgSO4 (Riedel-de Haën, Seelze, Deutschland) 
NaCl (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Na2HPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 
Penicillin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
Pierce-BCA-Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) 
Protein-A-Agarose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
SeeBlue 2 Plus Markers (Life Technologies, Carlsbad, USA) 
Streptomycin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)  
Triton X-100 (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
Tris (5429.3) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Trypanblau 0,4 % (Gibco, Paisley, USA) 
Tween 20  (P1379-500ML) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
Vybrant CM-DiI (Molecular Probes, Eugene, USA) 
 
 
2.1.5  Software 
 
SigmaScan Pro 5.0 (Systat, San Jose, USA) 
Systat (Systat Inc., Evanston, USA) 
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2.1.6   Lösungen 
 
PBS-Glukose (pH 7,4) 
0,8g NaCl  
0,02g KCl  
0,115g Na2HPO4  
0,02g KH2PO4  
360mg Glucose  
100ml aqua dest 
 
STOP-Lösung 
474,5ml M199+Gluta MAX  
25ml FKS (5 %) 




500mg Bovines Serum Albumin (BSA) 




25ml FCS (5 %) 
50ml Pferdeserum (10 %) 
10ml PenStrep-Stammlösung 
 




1 % Gelatine  
1g Gelatine in 100 ml H2O 
 
Dulbeccos Waschlösung 
8,006g NaCl  
0,200g KCl  
1,153g Na2HPO4  
0,200g KH2PO4  
0,100g MgCl2 x 6 H2O  
0,097g MgSO4  
0,132g CaCl2 x 2 H2O  




5ml FKS (1 %) 
50ml Pferdeserum (10 %) 
0,5 ml PenStrep 
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10 % Trenngel (10ml): 
4,1ml Aqua bidestillata 
3,3ml Acrylamid/bis-Acrylamid Lösung 
1,5M Tris-HCL, pH 8,8: 2,5ml 
20 % SDS: 0,05 ml  
0,05ml APS 10 % 
0,005ml TEMED 
 
4 % Sammelgel (5ml) ; 
3,07ml Aqua bidestillata 
0,62ml Acrylamid/bis-Acrylamid Lösung 
1,25ml 0,5M Tris-HCL, pH 6,8 
0,025ml 20 % SDS 
0,05ml APS 10 % 
0,005ml TEMED 
 




ad 1l Aqua bidestillata (pH 8,9) 
 
Laemmli-Puffer 
100mM Tris-HCL (pH 6,8) 
20 % Glycerol 
4 % SDS 
10 % ß-Mercaptoethanol 
0,2 % Bromphenol Blau 
 
Towbin-Puffer (pH 8,3) 
25mM Tris 
192mM Glycin 
20 % Methanol 
 





1.3mM CaCl2  
 
TBS (1x) pH 7,6 
6,057g Tris  
8,7g NaCl  
1000ml Aqua dest. 
 
0,1 % Triton-X 100 Lösung 
10ml TBS (1x) 
10ul Triton-X 100 
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2.2  Methoden 
2.2.1  Isolierung neonataler Kardiomyozyten aus Rattenherzen 
 
Die Ratten wurden mittels Dekapitation getötet, der Thorax geöffnet und die Herzen 
freipräpariert, entnommen und in eine Petrischale mit eiskalter PBS-Glukose-Lösung 
überführt. Die Herzen wurden mittels Scheren und Pinzette von den Vorhöfen mit ein- und 
ausgehenden großen Blutgefäßen sowie anderen bindegewebigen Anhängseln befreit. Die so 
gewonnen Herzkammern wurden in eine zweite Petrischale mit PBS-Glucose-Lösung auf Eis 
überführt und im nächsten Schritt mit scharfen Scheren zu etwa 1 mm langen Stücken 
zerkleinert. Die so erhaltene Lösung mit den Herzgewebestücken wurde in einen sterilen 
50ml Falcon Tube überführt. Es folgte die Verdauung des Herzmuskelgewebes. Hierzu wurde 
ein repetitives Protokoll unter Verwendung einer Kollagenase-Typ-II-Lösung (Enzymaktivität 
270U/ml, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) angewendt. 7ml der Enzymlösung wurden 
hinzugefügt und bei 37°C im Wärmebad durch konstantes leichtes Schütteln fortwährend 
mechanische Energie zugeführt um den Verdauungsprozess u beschleunigen. Nach 5 min 
wurde der Überstand mit den isolierten Zellen mittels Pipette aufgenommen, in einen zweiten 
50ml Falcon Tube überführt und die Enzymreaktion mit 7ml FKS/Medium unterbrochen. 
Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis sämtliche Kollagenaselösung aufgebraucht 
war. Im Anschluss wurde die so erhaltene Lösung, welche die isolierten Zellen enthielt, 
zentrifugiert (700U/min, RT, 5min), der Überstand verworfen und die Zellen mit Tag-1-
Medium resuspendiert. M199 Medium (Gibco, Paisley, UK) wurde für die Kultivierung der 
Herzmuskelzellen verwendet. Da es NaHCO3 beinhaltet, musste bei der Kultivierung auf 
einen konstanten CO2-Gehalt der Luft im Inkubator vn 5% geachtet werden, um den pH-
Wert konstant bei 7,4 halten zu können. M199 wurde neben den antibiotisch wirksamen 
Substanzen Streptomycin und Penicillin auch 5% FKS (fetales Kälberserum) und 10% Horse 
Serum (HS; Pferdeserum) zugegeben. Die Inhaltsstoffe der Sera wie Wachstumsfaktoren und 
Hormone helfen den Kardiomyozyten beim Anheften an der Oberfläche und beim Wachstum. 
Durch den Zusatz von Sera zum Medium kann es jedoch auch zu einem exzessiven 
Wachstum von nicht-kardialen Zellen kommen. Deshalb wurde FKS in einer niedrigen 
Konzentration von 5% eingesetzt und am 2. Tag auf 1% reduziert. Pferdeserum wird ein 
reduzierender Effekt auf das Wachstum von Fibroblasten zugesprochen, weshalb es in einer 
konstanten 10%-igen Konzentration beigefügt wurde. Di  Zellen wurden anschließend für 
insgesamt 90min (45min je Seite) bei 37°C in einer Z llkulturflasche inkubiert. Dieser auch 
Preplating genannte Vorgang dient dazu, hauptsächlich nicht-kardiale Zellen wie zum 
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Beispiel Fibroblasten und Endothelzellen aus der Zelllösung zu eliminieren. Dabei wird die 
Fähigkeit dieser Zellen ausgenutzt, sich leichter als Kardiomyozyten an Plastikoberflächen 
anzuheften. Der Überstand wurde aufgenommen und eine Vitalitätsprüfung und Zählung der 
erhaltenen Zellen mittels Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer durchgeführt. Unter 
Verwendung von Tag-1-Medium wurde schließlich verdünnt und die gewünschte 
Zellkonzentration hergestellt. Die isolierten Kardiomyozyten wurden in einer Dichte von 105 
Zellen/cm2 auf sterile, mit 1%-iger Gelatine beschichtete Deckgläschen aufgetragen. Die 
erhaltenen Zellkulturen wurden in einem Brutschrank (feuchte Atmosphäre, 5 % CO2, 37°C) 
aufbewahrt und nach 24h wurden nicht-adhärente Zellen mittels Dulbeccos Waschlösung 
ausgewaschen und die Konzentration des FKS auf 1 % reduziert (Tag-2-Medium). Dieses 
Medium wurde fortan in einem Rhythmus von 24h bis max. 48h gewechselt und die 
Kardiomyozyten für 5±2 Tage kultiviert, da nach dieser Zeit lichtmikroskopisch ein 
subkonfluenter Zellrasen mit Spontanous Beating Clusters (zusammenhängende Zellen, die 
sich spontan kontrahierten) zu erkennen war. 
 
 
2.2.2  Stammzellisolation 
 
Sternale Knochenmarkstammzellen wurden aus Knochenmarkproben von Patienten (Alter 
zwischen 40-70 Jahre, beide Geschlechter) der Klinik für Herzchirurgie des Herzzentrums 
Leipzig isoliert, welche sich aufgrund eines elektiven operativen Eingriffs mit Sternotomie 
(z.B. Aortokoronarer Venenbypass, Herzklappenersatz) in stationärer Behandlung befanden. 
Mindestens 24h präoperativ erfolgte die mündliche und schriftliche Aufklärung der Patienten 
über das Thema der Studie sowie mögliche Risiken und Komplikationen der KM-Entnahme 
(Blutung, Infektion, Wundheilungsstörung) und nach ausreichender Bedenkzeit wurde das 
Einverständnis per Unterschrift in der Patientenakte dokumentiert. Die Entnahme von ca. 1-3 
ml Knochenmark erfolgte schließlich intraoperativ nach Sternotomie durch den Operateur, 
welcher mit einem sterilen scharfen Löffel mehrfach am eröffneten Brustbein kratzte. Die 
Probe wurde in 20 ml gekühltem PBS/EDTA (phosphate buffered saline, 2mM EDTA, 4°C) 
suspendiert und mit PBS/EDTA gewaschen (Lösung bei 1300U/min, RT, 5min zentrifugiert, 
Überstand verworfen, Pellet resuspendiert). Die Isolation der Knochenmarkstammzellen 
erfolgte durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation mittels Ficoll (Ficoll Histopaque 1077, 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Hierfür wurden 6ml Ficoll mit 9ml Zellsuspension 
vorsichtig überschichtet (Abb.2) und anschließend zentrifugiert (1700U/min, RT, 30min, 
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ohne Bremse). Danach wurde der mononukleäre Zellring (Abb.3) vorsichtig abpipettiert und 
in PBS/EDTA resuspendiert. Nach zwei weiteren Waschvorgängen (Zentrifugieren 1300 
U/min, RT, 5 min; Überstand verwerfen; Pellet resuspendieren in PBS/EDTA) wurden die 
erhaltenen Zellen schließlich in Kardiomyozyten-Kulturmedium (Folgemedium) 



















Abb.2) Überschichtung (oben: Zell-                       Abb.3) Dichtegradienten-Zentrifugation: 




2.2.3  Markierung der Stammzellen 
 
Um zu gewährleisten, dass die KMSZ in der Co-Kultur wiedergefunden werden konnten, 
wurden diese nach der oben beschriebenen Isolation mit Vybrant CM-DiI markiert 
(Molecular Probes, Eugene, USA). Bei Vybrant CM-DiI handelt es sich um ein Carbocyanin-
Derivat mit einem Chloromethyl-Substituenten und geringer Zytotoxizität, welcher die 
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Membranen des rauen endoplasmatischen Retikulums markiert und eine rote Fluoreszenz 
besitzt. Für die Markierung wurden 5ul Vybrant-DiI je ml SZ-Suspension hinzugefügt und für 
30 min bei 37°C unter lichtgeschützten Bedingungen inkubiert, bevor die Zellen dreimal mit 
PBS-EDTA gewaschen wurden. Die Vitalitätsprüfung mit Trypanblau ergab, dass mehr als 
97% der Zellen diesen Markierungsvorgang überlebten. 
 
 
2.2.4  Parachute Assay und Co-Kultur 
 
Nachdem die Kulturen der Herzmuskelzellen eine subkonfluente Dichte erreicht hatten (nach 
5±2 Tagen), wurde das Medium entfernt und die markierten Knochenmark-Stammzellen 
(suspendiert in Kardiomyozyten Kultur Medium) in ein r Konzentration von 0,4-0,6x104/ ml 
mittels Pipette langsam auf die Deckgläschen aufgetra n. Das Tag-2-Medium  wurde nach 
24h und 72h gewechselt, um alle nicht-adhärenten moonukleären Zellen zu entfernen. Die 
Inkubation der Co-Kulturen erfolgte für 72h in einer f uchten Atmosphäre, welche 5 % CO2 
und 95 % Luft enthielt. 
Bei einigen Kulturen der Herzmuskelzellen erfolgte k ine Co-Kultivierung mit SZ 
(entsprechende Bezeichnung als Kontrollkultur). Hierfür wurden die benutzten 6-well-plates 
zufällig unterteilt. Drei wells pro Platte wurden SZ hinzugefügt und entsprechend markiert, 
die anderen drei wells enthielten eine Monokultur aus Kardiomyozyten derselben Zellreihe in 
derselben Dichte als Kontrollgruppe. 
 
 
2.2.5  Protein-Isolation 
 
Nachdem Herzmuskelzellen und Stammzellen für 72h gemeinsam kultiviert wurden, erfolgten 
bei einigen Co-Kulturen und Kontrollkulturen (Herzmuskelzellen derselben Dichte und 
desselben Alters; keine Stammzellen) Schritte der Proteinisolation mittels RIPA-Puffer. Die 
Kulturen wurden mit Dulbeccos Waschlösung gewaschen und nach Zugabe von RIPA mit 
einem Plastikspatel von der Gelatine gekratzt, in Mikrozentrifugenröhrchen überführt und 
schließlich einer Analyse der enthaltenen Proteinmenge mittels Pierce BCA-Kit (Thermo 
Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) unterzogen. Diese Form der Proteinquantifizierung 
basiert auf der Bicinchoninsäure-(BCA-) Reaktion. Grundlage dieser Methode ist einerseits 
die Biuret-Reaktion, bei der Proteine (genauer genommen deren Peptidbindungen) in einer 
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alkalischen Lösung zweiwertige Kupferionen zu einwertig n Kupferionen reduzieren. Zwei 
Moleküle Bicinchoninsäure, die im BCA-Kit enthalten ist, bilden mit einem Cu+-Ion eine 
violett gefärbte Verbindung, deren Extinktion bei 562nm am größten ist und nahezu linear mit 
zunehmender Proteinkonzentration ansteigt (bei Werten zwischen 20-2000 µg/ml) (Smith et 
al., 1985). 0,1ml Proben wurden mit 2ml BCA-Arbeitsreagenz (BCA-Reagenz A : BCA-
Reagenz B = 50 : 1) versetzt, 30min bei 37°C inkubiert und schließlich bei RT mittels 
Spektrophotometer die Extinktion bei 562nm gemessen und mit einer Standard-BSA-
Konzentrations-Reihe verglichen. Die so erhaltenen Ko zentrationen wurden schließlich mit 
RIPA-Puffer zu Proteinlösungen in Verdünnungen von 2µg Protein pro µl überführt. 
 
 
2.2.6  Immunoprezipitation 
 
Die Proteinproben wurden im Folgenden einer Immunoprezi itation (IP) mit Protein-A-
Agarose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) unterzogen. Dieses Verfahren ermöglicht 
eine bis zu 10000-fache Konzentrierung durch eine Ausfällung spezifischer Antigen- 
Antikörper-Komplexe mithilfe von Protein-A-Konjugaten (Harlow E, 1988). 10µl einer 1:100 
Verdünnung des Anti-c-Myc-Antikörpers (Santa Cruz Biotechs, Santa Cruz, USA) wurde 
hierfür zu den auf Eis gelagerten Proteinproben hinzugefügt und die Mischung für 180min bei 
4°C auf einer Rüttelplatte inkubiert. Anschließend wurden 100µl einer 50%-igen Protein-A-
Agarose-Mischung (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) hinzugegeben und 60min bei 
4°C auf einer Rüttelplatte inkubiert. Die Selektion der c-Myc-Konjugate erfolgte durch 
Zentrifugation (3000xg, 2min, 4°C) und die entstande en Zellpellets wurden mit je 25µl 
Laemmli Probenpuffer resuspendiert. Schließlich erfolgte noch ein Erhitzen der einzelnen 
Proben auf 95°C für 5min mit anschließendem Zentrifugieren für 30s bei 12.000 x g, RT. Die 
Lagerung der Proben bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei einer Temperatur von -70°C. 
 
 
2.2.7  SDS-PAGE und Western Blot 
 
Die aus der IP erhaltenen Proteinproben wurden im nächsten Schritt einer SDS-PAGE unter 
Anwendung eines 4%-igen Sammelgels und eines 10%-igen Trenngels unterzogen. Das 
Prinzip der SDS-PAGE beruht auf der unterschiedlich s nellen Migration von negativ 
geladenen SDS-Protein-Komplexen im elektrischen Feld in Abhängigkeit vom 
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Molekulargewicht des Proteins. Dieses Verhalten derProteine ist nur abhängig vom 
Molekulargewicht, nicht etwa von deren Tertiär- oder Quartärstruktur. Das Sammelgel besitzt 
relativ große Poren und führt somit zu einer Konzentri rung der Proben und zu scharfen 
Banden. Das Trenngel wiederum führt zu einer Auftrennung der einzelnen Proteine nach 
deren Molekulargewicht (Salameh A, 2005). In die erste Tasche wurden 10µl des SeeBlue 2 
Plus Markers (Life Technologies, Carlsbad, USA) gegeben. 4µl der Proteinproben wurden mit 
16µl Laemmli Puffer vermischt, für 5min bei 95°C erhitzt und in die zweite Geltasche 
gegeben. Den einzelnen Bestandteilen des Laemmli-Proben-Puffers kommen dabei ganz 
spezielle Aufgaben zu. So führt das ß-Mercaptophenol zu einem Auftrennen der Disulfid-
Brücken der Proteine, was eine Aufspaltung nach Größe und nicht nach Form ermöglicht. 
SDS führt zu einer gleichmäßigen negativen Ladung ud denaturiert die Proteine. Glycerol 
dient der Verdichtung der Proben und verhindert somit den Verlust von Proben beim 
Einfüllen in die Geltaschen (Laemmli UK, 1970). Die SDS-PAGE wurde zu Beginn für 
30min bei 75V und anschließend weitere 60min bei 100V unter Verwendung eines Tris-
Glycin-Elektrophorese-Puffer durchgeführt. Der Transfer erfolgte mittels einer PVDF- 
Membran, kaltem Transfer-Puffer (Towbin-Puffer) und Eis bei 350mA für 45min. Die 
Membranen wurden mit 2 %-igem TBS/Tween für mindesten  60min auf einer Rüttelplatte 
geblockt und anschließend mit einer 1:100 Verdünnung des Anti-c-Myc-Antikörpers (Santa 
Cruz Biotechs, Santa Cruz, USA) für einen Zeitraum zwischen 180min bis 20h bei 4°C 
inkubiert. Die Membranen wurden mehrfach mit einer Mischung aus 0.5% BSA in 
TBS/Tween gewaschen und mit einer 1:5.000 Verdünnung des sekundären Antikörpers (anti 
mouse IgG2, Santa Cruz, Santa Cruz, USA) für 60min bei Raumtemperatur auf einer 
Rüttelplatte inkubiert. Drei weitere Waschschritte mit BSA-TBS/Tween folgten. Die 
Entwicklung der Filme erfolgte nachdem eine lumineszi rende Lösung für 60s auf die 
Membranen gegeben wurde. Mit Quantity One (Bio-Rad L boratories, Hercules, USA) wurde 
die quantitative Bildanalyse mittels Ausmessung der entstandenen Banden vorgenommen. 
 
 
2.2.8  Immunohistochemie 
 
Nach drei Tagen erfolgte bei einigen Co-Kulturen eie immunohistochemische Untersuchung 
für das Protoonkogen c-Myc. Hierfür wurden die mit den Kulturen beschichteten 
Deckgläschen vorsichtig mit PBS gewaschen, mit neutral gepuffertem Formalin nach Lillie 
für 30min bei Raumtemperatur fixiert, in einer Mischung aus PBS und 0,1%-igem Triton-X- 
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100 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) permeabilisiert (gefolgt von 3 Waschschritten 
mit PBS) und mit 1%-igem BSA in PBS für 20 min bei RT geblockt, um unspezifische 
Bindungen zu reduzieren. Die so aufbereiteten Co-Kulturen wurden im nächsten Schritt mit 
100µl einer 1:100 Verdünnung des Primärantikörpers gegen c-Myc (monoklonal Maus, 
Chemicon, Temecula, USA) bei 4°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgten drei 
Waschschritte mit PBS, ein 20-minütiges Blocken mit1% BSA in PBS, gefolgt von drei 
weiteren Waschschritten mit PBS. Ein mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC) konjugierter 
sekundärer Anti-Maus-Antikörper vom Schaf (Chemicon, Temecula, USA) wurde in einer 
1:100 Verdünnung aufgetragen und für eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln (mit 
Aluminiumfolie umwickelte Petrischalen) inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit 
1%-igem BSA in PBS bevor die Deckgläschen schließlich mit DAKO Fluorescent Mounting 
Medium (DAKO, Carpinteria, USA) eingedeckelt wurden. 
 
 
2.2.9  Histoautoradiographie und (125I)-iodocyanopindolol-Bindung  
 
Einige subkonfluente Co-Kulturen aus Herzmuskelzellen und Knochenmarkstammzellen 
wurden nach 72h einer Histoautoradiographie unterzogen, um die Dichte der ß-
Adrenozeptoren darzustellen und zu quantifizieren. Dabei wurde ein Protokoll angewendet, 
das nach Summers und Molenaar (1995) modifiziert wude: nachdem die Co-Kulturen, die in 
Petrischalen auf Deckgläschen gewachsen waren, mit 4%-igem neutral gepufferten Formalin 
fixiert wurden, folgte eine Preinkubation mit Krebs-Salzlösung (NaCl: 118, NaH2PO4: 10, 
KCl: 4.7, MgSO4: 1.2, CaCl2: 1.3 mM, pH: 7.2), welcher man 0.1 mM GTP-Na und 10µM 
PMSF zugab, für 30min bei einer Temperatur von 25°C. Im Anschluss daran wurden die Co-
Kulturen mit Krebs Salzlösung, 0.1 mM GTP und 50 mM (125I)-iodocyanopindolol 
(spezifische Aktivität: 81.4 TBq/mmol, Perkin Elmer, Waltham, USA) für 60 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dem folgten drei jeweils 15-minütige Waschschritte mit Krebs-
Salzlösung bei 25°C und abschließender Reinigung mit destilliertem Wasser. Um die 
Radioliganden-Bindung darzustellen, wurden die behandelten Proben in einen Behälter mit 
Kodak NTB Foto-Emulsion (Carestream Health Inc., Rochester, USA) eingetaucht, 
luftgetrocknet und bei 4°C für 20 Tage in besonders lichtdicht versiegelten Boxen, denen 
Silica-Gel zur Feuchtigkeitsabsorption beigefügt wurde, exponiert. Die NTB Foto-Emulsions-
Deckgläschen wurden in der Dunkelkammer in einer Kodak D19 (Carestream, Rochester, 
USA) -Lösung (1:1 mit Wasser verdünnt) für 4 Minuten ntwickelt. Danach wurde die 
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Entwicklung mit Aqua destillata gestoppt (10s) und mit Kodak AL-4 (Carestream, Rochester, 
USA) für 5 min fixiert. Anschließend wurden die Filme für 10 min mit Aqua dest. gewaschen, 
bevor sie in einer staubfreien Umgebung getrocknet wurden.  Die endgültige Eindeckelung 
der Proben mittels Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) erlaubte eine 
anschließende Lagerung der Proben bis zur mikroskopi chen Untersuchung.  
Um die unspezifische Bindung von ICYP zu quantifizieren, wurde in Parallelproben aus 
denselben Kulturschalen der nicht-radioaktive ß-Adrenozeptor-Ligand CGP 12177 A (1uM, 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) zum Verdrängen des ICYP von den Rezeptoren 
eingesetzt und Filme entsprechend der oben aufgeführt n Vorgehensweise hergestellt. 
Die Evaluation der erhaltenen Filme erfolgte durch Messung der Intensität der 
Schwarzfärbung mittels Phasenkontrastmikroskopie und erfolgte für jede Herzmuskelzelle in 
Abhängigkeit von deren Entfernung zu einer Vybrant-DiI-gefärbten 
Knochenmarkstammzelle, die durch ihre rote Fluoreszenz identifiziert werden konnte. Die 
genaue Bildanalyse erfolgte analog des unten beschri benen Protokolls für die Analyse der 
immunohistochemisch aufbereiteten Kulturen inklusive der Gruppeneinteilung der KMZ 
(siehe hierzu Abschnitt Bildanalyse). 
 
 
2.2.10  Bildanalyse 
 
Die auf Deckgläschen kultivierten Zellen wurden miteinem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 
2, Zeiss, Jena, Deutschland) bei einer 200-400fachen Vergrößerung evaluiert und mit der 
Kamera Axiocam MRc5 (Zeiss, Jena, Deutschland) fotografiert. Zellcluster, die sich dadurch 
auszeichneten, dass eine Stammzelle inmitten einer dichten Ansammlung von 
Herzmuskelzellen lag, die dadurch teilweise direkten Kontakt zur SZ hatten, wurden 
aufgesucht und mit der Bildanalyse Software SigmaScan Pro 5.0 (Systat, San Jose, USA) 
weiter untersucht. Die Gebiets- und die Durchschnittsi tensität der grünen Fluoreszenz (bzw. 
bei der Histoautoradiographie die Intensität der schwarzen Färbung) der Kardiomyozyten in 
der Umgebung wurden unter Berücksichtigung ihrer Distanz und ihres Kontakts zu der 
zentralen KMSZ evaluiert. Hierbei erfolgte eine Einte lung der Herzmuskelzellen in 
verschiedene Gruppen, die sich durch ihren Kontakt zu den SZ unterschieden. Die zentral 
gelegenen SZ wurden als „Gruppe 0“ bezeichnet, zu „Gruppe 1“ gehörten jene 
Kardiomyozyten mit direktem Kontakt zu den Stammzellen. „Gruppe 2“ zeichnete sich durch 
ein Fehlen des direkten Kontakts mit der SZ, aber einem Kontakt mit „Gruppe 1“ aus usw. 
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Jene Kardiomyozyten, die weder direkten noch indirekten Kontakt mit einer KMSZ hatten, 
wurden als Kontrolle benutzt (Abb. 4). Für die Evaluation der Parameter wurden die 
einzelnen Zellen umrandet und mithilfe von SigmaScan Pro 5.0 wurden die Werte für die 
Gebiets- und Durchschnittsintensität der Farbe Grün (bzw. Schwarz für die 
Histoautoradiographie) berechnet.      
    
 
Abb.4) Schematische Übersicht der Analyse. 0 („Gruppe 0“ ntspricht der KMSZ),  




2.2.11  Statistische Analyse 
 
Die statistische Aufbereitung der Ergebnisse erfolgte mit Systat (Systat Inc., Evanston, USA). 
Alle Werte wurden als Durchschnitt ± SEM ausgedrückt. Falls ANOVA Signifikanz 
indizierte, wurde diese zwischen den einzelnen Gruppen (siehe Abb.3) mittels ungepaartem t-
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3.  Ergebnisse 
3.1  Allgemeines Wachstumsverhalten der Zellkulturen 
 
Die angelegten Kulturen aus neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden in regelmäßigen 
Abständen (Intervall 24h) lichtmikroskopisch betrachtet. Hierbei zeigte sich ab dem 2.- 3. Tag 
das Auftreten so genannter „spontanous beating cluster“. Hierbei begannen die Zellen durch 
Kontakt zueinander spontan und synchronisiert zu zucken. Nach täglicher 
lichtmikroskopischer Inspektion erschienen die Zellen nach 5±2 Tagen vital in einer 
polydendritischen Form und waren zu einem subkonflue ten Zellrasen zusammengewachsen. 
Die mittels parachute assay hergestellten Co-Kulturen wurden nach drei Tagen gemeinsamen 
Kultivierens ebenfalls mikroskopisch beurteilt. Hierb i zeigte sich, dass der überwiegende 
Teil (mehr als 95%) der Knochenmarkstammzellen (welch  anhand ihrer roten Fluoreszenz 
durch die Vybrant-DiI-Färbung identifiziert werden konnten) in Clustern aus mindestens 3 
Herzmuskelzellen (im Mittel: 8 ± 5 Kardiomyozyten) angewachsen waren. 
 
 
3.2  c-Myc Proteinexpression.     
 
Im ersten Schritt wurde die Gesamtexpression des Protoonkogens c-Myc als Parameter für 
eine Aktivierung der Kardiomyozyten im Sinne einer Regulation des Zellzyklus (Mennsen 
und Hermeking, 2002; Mateyak et al., 1999) bestimmt. Mi tels Immunoprezipitation erfolgte 
zuerst die Gewinnung von c-Myc-Prezipitaten, welche einer quantitativen Western Blot 
Analyse unterzogen wurden. Nach Auswertung der entstandenen Banden zeigte sich, dass die 
untersuchten Co-Kulturen 34,33% mehr c-Myc exprimierten als die Kontrollgruppen 
















Abb.5) Immunoprezipitation und Western Blot: Zwei 
Banden beim Molekulargewicht von c-Myc (64kDa). Die 
Co-Kulturen (+SZ, linke Bande) exprimierten 34,33% mehr 
c-Myc als die Kontrollgruppen (HMZ, rechte Bande) 
bestehend aus Kardiomyozyten desselben Alters und 
derselben Dichte, aber ohne Co-Kultur (Volumen der 
Banden: 34.531 und 25.706 INT*mm²). Die dritte Bande 







3.3   Immunohistochemie 
 
Nachdem mittels quantitativer Proteinanalyse ein Effekt der Stammzellen auf die 
Gesamtexpression des Protoonkogens c-Myc dargestellt werden konnte, erfolgte im nächsten 
Schritt die Untersuchung der Frage, ob es einen lokalen Effekt der SZ auf die zelluläre 
Aktivierung der Herzmuskelzellen gab. Hierfür wurden die Co-Kulturen 
immunohistochemischen Färbungen mit einem Anti-c-Myc-Antikörper unterzogen und die 
einzelnen Kardiomyozyten (n=52) bezüglich der Intensität Ihrer grünen Fluoreszenz 
mikroskopisch und bildanalytisch untersucht um Rückschlüsse auf die c-Myc-Expression 
einzelner Kardiomyozyten innerhalb der Co-Kulturen schließen zu können (Abb. 6 und 7). Es 
zeigte sich, dass es zu einer Abnahme der Intensität grüner Fluoreszenz kam, je weiter die 
untersuchten Kardiomyozyten von der Knochenmarkstammzelle entfernt lagen. Die KMSZ 
zeigten die höchste Fluoreszenz, gefolgt von den Herzmuskelzellen mit direktem Kontakt zur 
Stammzelle (Gruppe 1). Die Abnahme der Intensität an Fluoreszenz war in allen Gruppen 
signifikant im Vergleich zur Gruppe 0, d.h. dem Zentrum des Clusters. Gruppe 1 hatte eine 
signifikant (p = 0.05) höhere Fluoreszenz als Gruppe 2 und 3. Obwohl es keinen signifikanten 
Unterschied in der totalen oder relativen Intensität der Fluoreszenz zwischen Gruppe 2 und 3 
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gab, so zeigte sich jedoch, dass jene Kardiomyozyten, die keinen indirekten oder direkten 
Kontakt zu einer Stammzelle hatten (Kontrollgruppe), ine signifikant (p^0.05) niedrigere 
Fluoreszenz aufwiesen als die Zellen der Gruppe 2. Es bestand kein signifikanter Unterschied 




Abb. 6) Immunohistochemische Färbung einer Co-Kultur mit An i-c-Myc-Antikörper (grün). 
Intensivere Grünfärbung der Kardiomyozyten in unmittelbarer Nähe zu den zentral gelegenen 




Abb. 7) Zur Lokalisation der Stammzellen wurden diese mit dem rot fluoreszierenden 
Farbstoff Vybrant-DiI markiert.  
 




Diagramm 1A) Statistische Darstellung der durchschnittlichen Grün-Intensität in 
Abhängigkeit zu den einzelnen Zellgruppen. Alle Werte angegeben in Mittel ± SEM.  
* p <  0,05 gegen Gruppe 0;   # p < 0,05 gegen Gruppe 1; § p < 0,05 gegen Gruppe 2 
 
 
Diagramm 1B) Statistische Darstellung der relativen Grün-Intensität in Abhängigkeit zu den 
einzelnen Zellgruppen. Alle Werte angegeben in Mittel ± SEM.  
* p <  0,05 gegen Gruppe 0;   # p < 0,05 gegen Gruppe 1; § p < 0,05 gegen Gruppe 2 
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3.4  Histoautoradiographie 
 
Die Auswertung der Histoautoradiographie ergab zunächst, dass alle untersuchten 
Kardiomyozyten ICYP banden, was sich in deren punkteller Schwarzfärbung zeigte (Abb. 8, 
9, 11). Im Gegensatz dazu banden die innerhalb der untersuchten Zellcluster zentral 
gelegenen KMSZ (Gruppe 0) so gut wie kein ICYP. DieICYP-Bindung konnte durch den 
nicht-radioaktiven Liganden CGP12177A verdrängt werden, was zeigt, dass es sich um eine 
spezifische Bindung des ICYP handelte. Unter CGP12177A zeigte sich nun eine geringfügige 
unspezifische Bindung des Radioliganden ICYP (Abb. 10). Nach quantitativer Bildanalyse 
der angefertigten Filme zeigte sich, dass jene Kardiomyozyten  in direkter Nachbarschaft 
(Gruppe1) zur Vybrant-DiI-markierten und deshalb rot fluoreszierenden KMSZ eine 
signifikant höhere ICYP-Bindung aufwiesen (Diagramm 2). Deutlich wurde dieser Aspekt 
durch eine höhere Schwarzfärbung der Filme an diesen St llen, was mittels Bildanalyse-
Software quantifiziert werden konnte. Mit wachsender Distanz zur KMSZ nahm die ICYP-




























Abb.8 + 9) (125I)- iodocyanopindolol Histoautoradiographie: Vybrant-DiI-gefärbte KMSZ 
(rot) umgeben von Herzmuskelzellen, welche ICYP-Bindu g zeigen (schwarz); Deutlich 
ersichtlich ist die Abnahme der Schwarzfärbung der Kardiomyozyten mit wachsender 












Abb. 10) Darstellung der unspezifischen ICYP- Bindung; Mittels nicht-radioaktivem ß- 
Rezeptor-Liganden CGP 12177A wurde ICYP aus den Rezeptoren verdrängt; Die 




Abb. 11) Histoautoradiographie der Kontrollgruppe, d.h. der Ka diomyozyten- Monokulturen 
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Diagramm 2) Statistische Auswertung der Histoautoradiographie nach ICYP-Bindung. Es 
zeigte sich eine signifikante Abnahme der ICYP-Bindu g der Kardiomyozyten mit 
wachsendem Abstand zu der zentralen Stammzelle. Die Kontrollgruppe K band deutlich 
weniger ICYP. Alle Werte sind in Mittel ± SEM angegeben. Signifikante Unterschiede sind 
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4.  Diskussion 
 
Die erhaltenen Daten lassen den Schluss zu, dass Knoche markstammzellen eine zelluläre 
Antwort in Kardiomyozyten auslösen könnten, da gezeigt wurde, dass es zu einer Up-
Regulation der c-Myc-Expression und der ß-Adrenozeptor-Dichte in der unmittelbaren 
Umgebung der SZ kommt. 
C-Myc gehört neben seiner Rolle in der Tumorentstehung auch zu den zellulären 
Signalproteinen, die eine entscheidende Rolle für das Schicksal der Zelle innerhalb des 
Zellzyklus spielen. So besitzt c-Myc eine zentrale Position innerhalb eines Netzwerks von 
Transkriptionsfaktoren. Seine Zielgene können in eiem breiten Spektrum funktioneller 
Gruppen gefunden werden, die sowohl den Zellzyklus und die zelluläre Proteinsynthese als 
auch den Zellstoffwechsel (unter anderem wird über das Protein Laktatdehydrogenase A die 
Glykolyse aktiviert, ein in fast allen Tumorzellen beschriebenes Phänomen, welches als 
Warburg-Effekt bezeichnet wird) und die Apoptose regulieren (Menssen und Hermeking, 
2002). Der Zellzyklus setzt sich zusammen aus einer Teilungsphase, in der die einzelnen 
Schritte der Mitose durchlaufen werden (M-Phase) und einer Interphase. Letztere ist 
wiederum unterteilt in eine Synthesephase (S-Phase), in welcher die DNS repliziert wird und 
der G1-Phase als Lücke zwischen Ende der Mitose und Beginn der Synthese, sowie der G2-
Phase als Lücke zwischen Ende der Synthese und Beginn der Mitose. Vor dem Übergang in 
die Synthesephase können die Zellen in eine Ruhephas  (G0) eintreten und dort verweilen. 
Der Zellzyklus wird reguliert durch ein Kontrollsystem, welches auf Cyclin abhängigen 
Kinasen (CDK) und Cyclinen basiert (Murray A, 1994). Es wurde gezeigt, dass eine 
dauerhafte Expression von c-Myc in ruhenden Mäuse- nd Ratten-Fibroblasten zu einem 
Wiedereinstieg in den Zellzyklus führt und c-Myc dabei direkt die Transkription seiner 
Zielgene induziert (Eilers et al., 1991). Nachdem unter anderem Evan und Kollegen (1992) 
nachwiesen, dass c-Myc unter bestimmten Umständen auch den apoptotischen Zelltod 
einleiten kann, mussten sich Wissenschaftler mit der Frage auseinandersetzen, welcher Sinn 
hinter dieser Zweigleisigkeit steckte, dass ein Protein sowohl die Zellproliferation als auch die 
Apoptose einer Zelle anregen kann. Wasylishen und Penn (2010) diskutierten als Antwort 
darauf, dass es sich bei der proapoptotischen Funktion von c-Myc um einen Selbstschutz 
handeln könnte, der in gesunden Zellen genau dann zum Tragen kommt, wenn die Expression 
von c-Myc entgleist. Somit könnte in einem solchen Falle durch den programmierten Zelltod 
ein ungebremstes Wachstum der Zellen verhindert werden. Mateyak und Kollegen (1999) 
fanden heraus, dass der Verlust von c-Myc zu schweren Wachstumsdefekten führte, weil sich 
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innerhalb des Zellzyklus die G1 und G2 Phasen verlängerten, was auf die Abhängigkeit aller 
CDK-Komplexe von c-Myc zurückzuführen sei und dass e  zu einer vielfach verminderten 
Aktivität der Cyclin D1-CDK-4- und 6- Komplexe während des Übergangs von G0- zu S- 
Phase kam. Schneider und Kollegen (1986) ermittelten am Rattenherzen, dass c-Myc bis zum 
13. Tag der embryonalen Entwicklung von Kardiomyozyten in hohem Maße exprimiert wird, 
dass der Wert jedoch nach diesem Tag sowie postnatal schnell und kontinuierlich sinkt. So 
betrug der c-Myc-mRNA-Wert bereits nach der ersten L benswoche nur noch ein Drittel des 
Ausgangswertes. In einem in-vivo Modell konnte ebenfalls an transgenen Mäusen 
nachgewiesen werden, dass c-Myc einen regulierenden Einfluss auf die postnatale 
Entwicklung von Kardiomyozyten besitzt, da eine kontinuierlich hohe c-Myc Expression der 
Herzmuskelzellen zu einer Vergrößerung der Herzmasse führte. Diese Massezunahme war 
das Resultat einer Verzögerung des physiologischen Übergangs von hyperplastischem 
Wachstum (also einer Erhöhung der Zellzahl) zu hypertrophem Wachstum (Zellvergrößerung 
bei konstanter Zellzahl) innerhalb der kardialen Entwicklung. So enthielten die transgenen 
Herzen mehr als doppelt so viele Kardiomyozyten wiedi  Kontrollherzen, wodurch die 
Massezunahme klar als Ergebnis einer Hyperplasie anzusehen war (Jackson et al., 1990). Um 
die Auswirkungen einer übermäßigen c-Myc-Expression a  adultem Myokard zu 
untersuchen, entwickelten Xiao und Kollegen (2001) eine transgene Mäusezelllinie, in der 
sich durch externe Zufuhr des Östrogenantagonisten Tamoxifen die c-Myc Expression 
hochregulieren ließ. Mithilfe dieses Modells konnte g zeigt werden, dass es durch eine 
Aktivierung von c-Myc in adulten, also postmitotischen Herzmuskelzellen zu einer 
hypertrophen Zunahme der kardialen Masse kam. Die Kardiomyozyten waren um 33 % 
größer als die der Kontrollen und die Gesamtzahl der Herzmuskelzellen war konstant. Trotz 
der Hypertrophie blieb die kardiale Funktionalität erhalten. Außerdem kam es in den 
transgenen Herzmuskelzellen zu einem Wiedereinstieg in den Zellzyklus im Sinne der DNS-
Synthese, was sich unter anderem in einer erhöhten Anzahl von Zellkernen pro 
Herzmuskelzelle und DNS pro Zellkern zeigte (Xiao et al., 2001).   
Eine kürzlich veröffentlichte Studie beschäftigte sich ebenfalls mit der Rolle von c-Myc als 
Regulator der kardialen Hypertrophie. An demselben tra sgenen Mausmodell wurden die 
Auswirkungen einer c-Myc-Aktivierung untersucht und es zeigte sich, dass sich eine 
kompensierte, da funktionell stabile, Hypertrophie ausbildete (Olson et al., 2013).  
Eine weitere entscheidende Funktion von c-Myc als „Zellaktivator“ wurde durch Tamura und 
Mitarbeiter (2005) ermittelt. Sie zeigten, dass die Gen-Expression des Aktivierenden 
Transkriptionsfaktors 3 (ATF3) in einer Zellkultur induziert wird durch das Zusammenspiel 
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von c-Myc mit dem ATF2/c-jun Komplex, welcher an das ATF/CRE Ende des Promotorgens 
von ATF3 bindet. Des Weiteren zeigte diese Studie, ass ATF3 in der Lage ist, die 
Proliferation und Zellzyklus-Progression in c-Myc-negativen Zellen kompensatorisch aufrecht 
zu erhalten.  
Die Expression von ATF3 wurde analog zu der von c-Myc im weiteren Studienverlauf von 
Roeske et al. (2011) ermittelt. Dabei zeigte sich, dass das ATF3-Level hochreguliert ist in den 
Kardiomyozyten, die sich in unmittelbarer Umgebung der Knochenmarkstammzelle befanden 
(Diagramm 3). Mit steigender Distanz zur Stammzelle nahm die Expression immer weiter ab, 
bis schließlich Werte erreicht wurden, welche sich auf dem Niveau der Kontrollgruppen 





Diagramm 3) Signifikante Abnahme der ATF3-Expression mit steigender Entfernung zur 




Ähnliche Ergebnisse lieferte dieselbe Studie (Roeske et al., 2011) bezüglich der Cyclin-
abhängigen Proteinkinasen CDK2 (Diagramm 4) und CDK4 (Diagramm 5). Auch hier zeigte 
sich ein lokaler Effekt der KMSZ auf die Expressionslevel von CDK2 und CDK4 abhängig 
von der Distanz der Herzmuskelzelle zur Stammzelle. Mit steigender Entfernung zur KMSZ 
nahm die Expression der beiden Zellzyklus-Regulatoren signifikant ab.  




Diagramm 4) Signifikante Abnahme der Expression con CDK2 mit steigender Distanz zur 





Diagramm 5) Signifikante Abnahme der CDK4-Expression mit steigender Entfernung zur 
Stammzelle (Gruppe 0-3) nach dreitägiger Co-Kultur. Aus: Roeske et al. (2011). 
 
 
Jene Cyclin-abhängigen Proteinkinasen spielen eine fu damentale Rolle bei der Regulation 
des Zellzyklus. Sie agieren hierbei bildlich gesprochen als die Motoren und Uhren des 
Zellzyklus. CDK2 spielt als wichtigster Vertreter dieser Gruppe mit seinen Partnern Cyclin A 
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und E unter anderem eine Rolle in der Einleitung und Aufrechterhaltung der DNS-Synthese in 
der S-Phase. CDK4 besitzt mit seinem Partner Cyclin D im Zusammenspiel mit 
Wachstumsfaktoren eine regulatorische Funktion während der G1-Phase (Morgan, 1997). Der  
genaue Wirkmechanismus unterliegt einer Aktivierung ihrer katalytischen Untereinheiten 
durch ein Zusammenspiel mit Cyclinen. Der Komplex aus CDK4 und Cyclin D 
phosphoryliert im ersten Schritt das Retinoblastoma Protein (pRb), was wiederum zu 
steigenden E2F-Leveln führt (Mittnacht, 1998). E2F steht für eine Familie von 
Transkriptionsfaktoren, welche zur Expression einer Vielzahl von Genen führt, deren 
Produkte unter anderem für die DNS-Synthese benötigt werden. Die einzelnen Mitglieder 
dieser Proteinfamilie sind, abhängig von ihrer Konzentration innerhalb der einzelnen Zelle, in 
der Lage sowohl die Zellproliferation als auch den Zelluntergang durch Apoptose anzuregen 
(Yamasaki, 1999). Somit können sie einerseits als Onkogen (Johnson et al., 1994), 
andererseits als Tumorsuppressor (Phillips et al., 1999) fungieren. E2F triggert schließlich 
über einen positiven Rückkopplungsmechanismus seine eigene Expression und andererseits 
die Freilassung von Cyclin E, welches eine komplexe Verbindung mit CDK2 eingeht um 
ebenfalls die E2F- Konzentration zu erhöhen (Lundberg et al., 1998). Dieser schnelle Anstieg 
der freien E2F-Konzentration und der CyclinE/CDK2-Aktivität führt schließlich zur 
Initiierung des Übergangs von G1-Phase zur S-Phase de  Zellzyklus (Sherr, 1996). Die oben 
aufgeführten Effekte zeigen, dass c-Myc ein wichtiges Schlüsselprotein für die Regulation des 
Zellzyklus und des Zellstoffwechsels ist. Einerseit direkt durch seine Zielgene, aber auch 
indirekt durch von ihm aktivierte Proteine wie ATF3. 
Die Ergebnisse dieser Dissertation demonstrieren einen Anstieg der c-Myc-Konzentration 
(und im weiteren Studienverlauf auch einen Anstieg von dem c-Myc Zielprotein ATF3 sowie 
der wichtigen Zellzyklusregulatoren CDK2 und CDK4) in der näheren Umgebung der mittels 
parachute assay ausgesäten Knochenmarkstammzellen. Mit ansteigender Entfernung zur 
KMSZ nimmt dieser Effekt der Kardiomyozyten-Aktivierung (hauptsächlich bestimmt durch 
den Anstieg der c-Myc-Expression) immer weiter ab. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass 
Stammzellen die Möglichkeit haben könnten, benachbarte Zellen in ihrer unmittelbaren 
Umgebung zu aktivieren, was entweder durch eine Form der direkten Zell-zu-Zell-
Kommunikation oder der Ausscheidung von parakrinen Faktoren als indirekte Form der 
Zellkommunikation geschehen könnte. Diese beiden Theorien werden als mögliche 
Mechanismen der zellulären Regeneration innerhalb der Kardiomyoplastie diskutiert. Die 
Theorie der direkten Zellkommunikation wurde mittels Farbstoff-Transfer-Studien untersucht, 
die zeigten, dass sich Stammzellen dadurch auszeichnen, dass die Expression von Connexinen 
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unterdrückt ist und sie infolgedessen nicht zu einer funktionierenden interzellulären 
Kommunikation über Gap Junctions fähig sind (Trosko et al., 2000; Matic et al., 2002). Die 
Ausbildung von Gap Junctions wird erst dann auf ein hohes Level reguliert, wenn sich die 
Stammzellen bereits im Prozess der Transdifferenzierung befinden. Koyanagi und Kollegen 
(2005) schafften es, in Co-Kulturen zu zeigen, dass sich zwischen humanen endothelialen 
Vorläuferzellen (EPC) und Rattenkardiomyozyten vorübergehend ultrafeine Nanoröhren 
ausbildeten, die einen Austausch von Makromolekülen ermöglichten. Bereits nach 6h in Co-
Kultur waren erste Nanoröhren bei ca. 0,5% der EPC zu sehen. Die Anzahl erreichte nach 24h 
bereits ihren höchsten Wert mit 2,6% und nahm nach 48h bereits wieder ab. So zeigte sich 
diese Art der interzellulären Kommunikation als möglicher Mechanismus einer Umwandlung 
der Vorläuferzellen zu Myozyten-ähnlichen Zellen nur in einer sehr geringen Anzahl der 
untersuchten EPCs. Diese Veröffentlichungen erlauben den Schluss, dass die direkte Zell-zu-
Zell-Interaktion über die Ausbildung von Gap Junctions, wenn überhaupt, dann nur in 
differenzierteren Stammzellen funktionieren dürfte und dass Nanoröhren als weitere mögliche 
Form der zellulären Interaktion nur eine untergeordnete Rolle spielen. Es ist jedoch zu 
betonen, dass dieses Thema noch immer Bestandteil heftiger Diskussionen und Forschung ist.  
Während viele Tiermodelle und klinische Studien bereits einen benefitären Effekt der 
Stammzell-Therapie auf das geschädigte Herz aufzeigen konnten (Lu et al., 2006; Iso et al., 
2007; Dimmeler et al., 2005), so bleiben die genaue M chanismen noch unklar, vor allem 
weil gezeigt werden konnte, dass die Anzahl jener Knochenmarkstammzellen, die nach der 
SZ-Transplantation noch im Herzmuskelgewebe aufgefunden werden können, nur sehr gering 
ist (Dhein et al., 2006) und weil die Transdifferenzierung der Vorläuferzellen in neue 
Kardiomyozyten kontrovers diskutiert wird (Dimmeler t al., 2005). Urbich und Kollegen 
(2005) zeigten durch ihre Versuche, dass es durch endotheliale Vorläuferzellen des peripheren 
Blutes zu einer Ausschüttung von proangiogenetischen Wachstumsfaktoren wie VEGF, SDF-
1, IGF-1 und HGF kommt, was unter anderem dazu führt, dass die Migration von reifen 
endothelialen Zellen und kardialen Vorläuferzellen stimuliert wird. Den genannten löslichen 
Faktoren HGF (Nakamura et al., 2000) und IGF-1 (Li et al., 1997) konnte eine 
kardioprotektive Funktion nach Ischämie durch eine antiapoptotische und antinekrotische 
Wirkung an Herzmuskelzellen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstützen die 
Theorie der parakrinen Effekte von Stammzellen auf umliegende Kardiomyozyten.  
Die Daten, die in dieser Dissertation gewonnen werden konnten, zeigen, dass eine große 
Anzahl von Herzmuskelzellen (105 Zellen pro cm² wurden ausgesät und kultiviert) voneiner 
viel kleineren Anzahl Knochenmarkstammzellen beeinflusst wird, was durch eine 
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Überexpression von c-Myc in den co-kultivierten Zellen im Vergleich mit Monokulturen 
deutlich wurde. Eine einzelne Knochenmarkstammzelle war in der Lage bis zu 13 
Kardiomyozyten in ihrer Umgebung zu beeinflussen, was mittels immunohistochemischer 
Färbungen und mikroskopischer Auswertung gezeigt werden konnte. In einer Studie zeigte 
sich, dass c-Myc im in-vivo Modell die Neubildung von Gefäßen innerhalb der Dermis 
anregen kann. Als ein ursächlicher Mechanismus wurde beschrieben, dass der 
proangiogenetische Faktor VEGF einer Regulation durch c-Myc unterliegt. So konnten 
erhöhte VEGF-Werte in Hautzellen von transgenen Mäusen gemessen werden, welche c-Myc 
in erhöhtem Maße exprimierten (Knies-Bamforth et al., 2004). 
In Anbetracht der oben aufgeführten Erklärungen lassen die in dieser Dissertation erhaltenen 
Ergebnisse den Verdacht aufkommen, dass durch die Aktivierung der c-Myc-Kaskade der 
Zellzyklus der Kardiomyozyten aktiviert wird, zumindest in den hier untersuchten neonatalen 
Zellen. Dies könnte ein Hinweis auf einen möglichen Mechanismus der kardialen 
Regeneration nach Stammzelltransplantation sein. Ob dies jedoch auch für adulte, also 
postmitotische Zellen im eigentlichen Sinne, zutrifft, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 
bekannt. Es gibt jedoch Berichte über eine Re-Aktivierung des Zellzyklus im Sinne eines 
Übergangs von G1 zu S mit Initiierung der DNS-Synthese in adultem Herzmuskelgewebe 
durch eine erhöhte Expression von c-Myc (Xiao et al., 2001; Zhong et al., 2006). Ob diese 
Re-Aktivierung jedoch überwiegend in Kardiomyozyten oder in den lokal ansässigen 
kardialen Stammzellen (Beltrami et al., 2003; Oh et al., 2003) abläuft, bedarf noch weiterer 
Forschung.  
Neben den aufgeführten positiven Effekten von c-Myc im Rahmen einer kardialen 
Aktivierung bedarf es natürlich auch einer kritischen Betrachtung unter Hinzunahme von 
Forschungsergebnissen, die die Rolle von c-Myc auch in ein anderes Licht stellen. Die 
Forschungsgruppe um Sun et al. (2011) stellte einen Zusammenhang her zwischen der 
Apoptose von Kardiomyozyten im akuten Stadium des Ischämie-Reperfusionsyndroms und 
einer erhöhten Expression von c-Myc. Es wurde dargestellt, dass es unter 
Reperfusionsbedingungen nach hypoxischem Stress zu einer Downregulation des 
gewebeschützenden N-Myc downstream regulated gene 2 (NDRG2) kam, was als eine Folge 
der c-Myc Upregulation angesehen werden könnte. Eine erhöhte Expression von c-Myc unter 
akuten Ischämie-Reperfusions-Bedingungen in Kardiomyozyten konnte bereits durch 
Wechsler und Kollegen (1994) gezeigt werden. Ob jedoch die c-Myc-Überexpression als eine 
Folge der Myokardschädigung und dessen Einfluss auf die Apoptose der Kardiomyozyten als 
Effekt überwiegt oder ob in Anbetracht der vielen positiven Einflüsse dieses Protoonkogens 
  Diskussion 
 
 53 
auf die Zellaktivierung der gewebeschützende Aspekt im Vordergrund steht, muss weiterhin 
Bestandteil der Forschung bleiben. 
Mit der Demonstration der Existenz und Quantifizierung von Kardiomyozyten, welche sich 
im Prozess der Zellteilung befinden, was der Forschungsgruppe um P. Anversa eindeutig 
gelang (Kajstura et al., 1998), wurde es obsolet, das kardiale Gewebe als ausschließlich 
postmitotisches Gewebe anzusehen, das zu keinerlei Regeneration fähig ist. Loffredo und 
Kollegen (2011) konnten in einer Studie nachweisen, dass es durch eine Transplantation von 
c-kit-positiven Knochenmarkstammzellen nach Myokardinfarkt zu einer Aktivierung und 
Vermehrung von lokal ansässigen kardialen Vorläuferzellen kommt. Daraus ergab sich eine 
Verbesserung der ventrikulären Funktion. Der genaue Mechanismus blieb unklar, eine direkte 
Transdifferenzierung der extrakardialen Stammzellen oder eine Fusion mit ortsansässigen 
Kardiomyozyten konnte jedoch als Ursache ausgeschlosen werden. Als möglicher 
ursächlicher Mechanismus wurden von dem Forscherteam parakrine Effekte der 
transplantierten Stammzellen auf die lokalen kardialen Vorläufer diskutiert. Ein alleiniger 
Effekt durch den kardioprotektiven Stammzellfaktor SDF-1 konnte allerdings nicht 
nachgewiesen werden. Neben diesen Erkenntnissen könnte man sich vorstellen, dass die in 
der vorliegenden Dissertation ermittelte Aktivierung der c-Myc-Kaskade über einen 
Wiedereinstieg in die S-Phase des Zellzyklus bei einig n Herzmuskelzellen den 
Zelluntergang, wie er zum Beispiel bei der ischämischen Kardiomyopathie auftritt, 
kompensieren könnte, was zumindest als ein Mechanismus einige der positiven klinischen 
und experimentellen Befunde nach Stammzelltransplantatio  erklären könnte.  
Die bereits aufgeführten Erkenntnisse über die Mechanismen der kardialen Regeneration, 
auch im Rahmen der kardialen Stammzelltherapie, lassen den Schluss zu, dass die 
Neovaskularisierung eine entscheidende Rolle zu spielen scheint. Dies vor allem in 
Anbetracht der bereits erläuterten Tatsache, dass die Transdifferenzierung zu oder Fusion von 
Stammzellen mit Kardiomyozyten eher zu vernachlässigen st. Eine verbesserte Durchblutung 
führt schließlich zu einem erhöhten Sauerstoffangebot und somit zu einem Schutz des 
verbliebenen Gewebes und einer Regeneration des sich im „Winterschlaf“ befindenden 
Myokards. Es gibt zwei Möglichkeiten, wie Stammzellen Einfluss auf die 
Neovaskularisierung nehmen könnten. Erstens konnte gezeigt werden, dass nach 
Myokardinfarkt transplantierte hämatopoetische Stammzellen in das Endothel kleiner 
Blutgefäße, hauptsächlich in der Periinfarktzone, migrieren, sich dort ansiedeln und zu 
Endothelzellen transdifferenzieren und somit aktiv an der Neubildung von Blutgefäßen 
beteiligt sind. Es wurde ein Anteil von ungefähr 3% neu entstandener Endothelzellen 
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angegeben (Jackson et al., 2001). Andererseits konnten Fuchs und Kollegen (2001) zeigen, 
dass autologe Knochenmarkzellen proangiogenetische Faktoren wie den Vascular Endothelial 
Factor (VEGF) und MCP-1 (Macrophage Chemoattractant Pro ein-1) sezernieren und damit 
eine Proliferation von adulten, lokalen Endothelzellen anregen können. Es konnte nach 
transendokardialer Injektion der Knochenmarkzellen in ischämischen Herzen eine erhöhte 
myokardiale und kollaterale Perfusion sowie eine verbesserte ventrikuläre Funktion 
nachgewiesen werden. In einer Studie der Columbia University (Kocher et al., 2001) wurde 
gezeigt, dass es durch eine Transplantation von Knochenmarkstammzellen sowohl zu einer 
Neubildung von Blutgefäßen (Vaskulogenese) als auch zu einer Proliferation von bereits 
existierenden Blutgefäßen (Angiogenese) im Modell ds experimentellen Myokardinfarkts 
kam. Es wurden innerhalb dieser Studie menschliche Knochenmarkstammzellen in 
Rattenherzen transplantiert und es zeigte sich eine deutliche Reduzierung des Remodellings, 
was sich u.a. in einer Reduktion der Myozytenapoptose, erhöhtem Überleben von vitalem 
Myokard, verminderter Kollagenablagerung und einer v rbesserten kardialen Funktion 
widerspiegelte. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Expression des Protoonkogens 
c-Myc in kardialen Fibroblasten und Endothelzellen notwendig ist sowohl für eine normale 
Gefäßneubildung als auch für ein vaskuläres Remodelling im Rahmen einer Herzhypertrophie 
als Antwort auf pathologischen Stress. Die gezielte Expression von c-Myc könnte daher eine 
Möglichkeit darstellen, den Übergang zur Herzinsuffizienz zu unterbinden (Souders et al., 
2012). 
Des Weiteren zeigen die erhaltenen Ergebnisse dieser Dissertation, dass es in den 
Kardiomyozyten in unmittelbarer Umgebung der Stammzellen zu einer Hoch-Regulation der 
ß-Adrenozeptoren kommt. Es ist bekannt, dass das Krnkheitsbild der Herzinsuffizienz auf 
die neurohumerale Überstimulation mit einer Downregulation von ß1-Adrenozeptoren 
(Bristow et al., 1982) und einer Erhöhung der inhibierenden Gi-Proteine (Feldman et al., 
1988) antwortet, was im Endeffekt zu einer Verschlet rung der sympathoadrenergen 
Regulierung der Herzfunktion führt. Es konnte sogar ein Zusammenhang zwischen dem 
Ausmaß der ß-Rezeptor-Downregulation und der Schwere d r Herzinsuffizienz (NYHA-
Stadium) hergestellt werden (Brodde et al., 1995).  Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 
es unter einer Therapie mit dem Beta-1-Rezeptor-Antagonisten Metoprolol bei Patienten mit 
dilatativer Kardiomyopathie zu einer Erhöhung (Up-Regulation) der ß-Rezeptor-Dichte 
kommt (Heilbrunn et al., 1989). Dies führt schließlch zu einer Verbesserung des Ansprechens 
auf die sympathoadrenerge Stimulation im Sinne eines positiv inotropen Effekts am 
insuffizienten Herzen. Dies scheint einer der entscheidenden Wirkmechanismen der 
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Betablocker-Therapie bei Herzinsuffizienz zu sein. Sigmund et al. (1996) konnten in einer 
Studie für den ß1-selektiven Betablocker Metoprolol s wohl eine Erhöhung der ß1-
Rezeptoren-Dichte als auch eine Senkung der inhibitor schen Gi-alpha-
Rezeptoruntereinheiten nachweisen. Der in dieser Dissertation nachgewiesene Effekt, dass 
Knochenmarkstammzellen die ß-Adrenozeptor-Dichte in benachbarten Kardiomyozyten 
hochregulieren, steht in engem Einvernehmen mit bereits publizierten Ergebnissen, die eine 
upregulierte ß-Adrenozeptor-Dichte in Kaninchenherzen mit induzierter nicht-ischämischer 
Kardiomyopathie zeigten, welche per Stammzelltransplantation behandelt wurden (Dhein et 
al., 2006). Dies könnte bedeuten, dass die sympathoadrenerge Kontrolle des Herzens durch 
die Therapie mit Knochenmarkstammzellen verbessert wird. Der Mechanismus, welcher zu 
der Up- Regulation der ß-Adrenozeptor-Dichte führt, bedarf jedoch noch weiteren 
Untersuchungen. Die Hochregulierung der ß-Adrenozept r-Dichte wurde, neben der bereits 
genannten Betablocker-Therapie (Leineweber et al., 2005), ebenso für eine Therapie mit dem 
Angiotensin Converting Enzym- (ACE-) Hemmer Captopril bei Patienten mit einer 
moderaten Herzinsuffizienz (Jakob et al., 1995) undfür Glukokortikoide wie Dexamethason 
(Dangel et al., 1996) beschrieben. Andere Hormone wie die der Schilddrüse zeigten in 
Studien ebenfalls die Möglichkeit zur Up-Regulation der ß-Adrenozeptor-Dichte zum 
Beispiel am Schweineherzen mit daraus folgendem verbesserten Ansprechen auf ß-Rezeptor-
Agonisten (Hammond et al., 1987), aber auch im Gehirn (Viticchi et al., 1992). Auch für 
Insulin konnte eine regulierende Funktion auf die Dichte der ß-Rezeptoren nachgewiesen 
werden. So zeigten Dincer und Kollegen (2001) in eiem Modell des pharmakologisch 
induzierten Diabetes mit resultierender Herzinsuffizienz, dass der zugrunde liegenden 
Downregulation der ß1-Adrenozeptoren durch eine Insuli therapie entgegengewirkt werden 
kann. Die Forschungsgruppe um González de la Fuente (2013) konnte des Weiteren zeigen, 
dass es im Rahmen des Krankheitsbilds des chronischen Vorhofflimmerns zu einer Erhöhung 
der ß1-Adrenozeptoren-Anzahl um ca. 27% kommt. Für das weibliche Geschlechtshormon 
Östrogen wurde im Gegensatz dazu eine Reduzierung der Rezeptordichte nachgewiesen. 
Diese wurde jedoch von den Forschern als ein möglicher ursächlicher Mechanismus für die 
kardioprotektiven Eigenschaften des Hormons im Rahmen der ischämischen Herzkrankheit 
diskutiert (Kam et al., 2004).  
Zum gegenwärtigen Zeitpunkt bleibt der genaue molekulare Mechanismus, durch welchen die 
Knochenmarkstammzellen zu einer Erhöhung der ß-Adrenoz ptor-Dichte an den Membranen 
der umliegenden Kardiomyozyten führen, ungeklärt. Eine mögliche, wenn auch eindeutig 
hypothetische Erklärung könnte sein, dass die KMSZ hormonale oder andere Faktoren 
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freisetzen, die dann zu der Up-Regulierung der ß-Adrenozeptoren in den benachbarten 
Herzmuskelzellen führen könnte. Andererseits wurde gezeigt, dass die Aktivierung von ß- 
Adrenozeptoren zu einer erhöhten Expression von c-My  führt (Whitelaw und Hesketh, 
1992). Deshalb könnte spekuliert werden, dass die beobachtete Erhöhung der c-Myc-
Expression und der ß-Adrenozeptor-Dichte in irgendeiner Form miteinander in 
Zusammenhängen stehen. Am wahrscheinlichsten dadurch, dass die erhöhte Dichte von 
Rezeptoren und daraus resultierend gesteigerter Aktivierung durch Katecholamine zu einer 
erhöhten Expression des Protoonkogens c-Myc führt. Dies könnte schließlich zu der 
Aktivierung der zellulären Signalkaskade mit Reaktivierung des Zellzyklus innerhalb der 
Herzmuskelzellen führen.  
Limitierend muss erwähnt werden, dass die Ergebnisse in zweidimensionalen Kulturen aus 
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten gewonnen wurden. Dshalb kann eine Übertragung in die 
komplexe in-vivo-Situation des menschlichen Herzens nicht unkritisch erfolgen, denn hier 
sind adulte, elongierte Herzmuskelzellen in ein komplexes dreidimensionales Konstrukt 
eingebettet, umgeben von einer extrazellulären Matrix und weiteren Zelltypen wie zum 
Beispiel Fibroblasten, ansässigen kardialen Progenitorzellen und Blutgefäßen mit den 
dazugehörigen glatten Muskelzellen. Deshalb ist die an inandergrenzende Architektur in 
solchem Gewebe völlig anders. Das menschliche Herzmuskelgewebe ist ständigen 
Bewegungen und einer permanenten hämodynamischen Belastung ausgesetzt, ganz im 
Gegenteil zur Situation der Zellkultur. Ein weiterer wichtiger limitierender Faktor ist das 
menschliche Immunsystem, welches mit transplantierten Zellen interagiert und unter in-vitro 
Bedingungen vernachlässigt werden kann. Des Weiteren ist darauf hinzuweisen, dass die hier 
erhaltenen Ergebnisse durch den Einsatz unfraktionierter mononukleärer Knochenmarkzellen 
zustande kamen. Osawa und Kollegen (1996) konnten mittels FACS-Analysen zeigen, dass 
der Anteil an z.B. hämatopoetischen Stammzellen innerhalb des Knochenmarks bei ca. 0,0073 
% liegt. Ob und in welchem Umfang ähnliche Ergebnisse auch durch andere, angereicherte 
Zelltypen wie zum Beispiel endotheliale Progenitorzellen erreicht werden können, bedarf 
weiterer Untersuchungen. Eine weitere Limitation ist die funktionelle Bedeutung der up-
regulierten ß-Rezeptoren. Weitere Versuche müssen zeigen, ob z.B. der cAMP Anstieg nach 
ß-adrenerger Stimulation in den Stammzell-benachbarten Kardiomyozyten stärker ist, oder 
andere Zeichen einer ß-adrenergen Wirkung wie z.B. die Phosphorylierung des 
Phospholambans auftreten.   
Mittels in-vivo Modellen muss untersucht werden, welch n Einfluss die „neuen“ Rezeptoren 
auf die kardiale Funktion haben, denn in Zellkultur kann nicht nachgewiesen werden, ob diese 
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auch funktionell integriert sind. Ebenfalls noch unklar ist die Kausalkette der 
Signaltransduktion. Führen die Stammzellen erst zu einer Erhöhung der ß-Adrenozeptoren 
und die wiederum zu einer erhöhten c-Myc-Expression oder umgekehrt? Oder laufen diese 
beiden Prozesse gar unabhängig voneinander ab? Dies bedarf noch einer endgültigen Klärung. 
In Bezug auf die möglichen parakrinen Effekte der Stammzellen auf die umliegenden 
Kardiomyozyten müssen noch endgültig die Faktoren ermittelt werden, welche von der 
Stammzelle sezerniert werden. Hierfür könnte in weiter n Experimenten der Überstand des 
Mediums der Co-Kulturen abpipettiert und untersucht werden. Limitierend muss erwähnt 
werden, dass die Ergebnisse auch durch irgendeine Form der interzellulären Kommunikation 
über funktionelle Gap Junctions zwischen KM und KMSZ zustande gekommen sein können. 
In dieser Co-Kultur müsste ebenfalls hinterfragt werden, ob Zellproliferation der 
Herzmuskelzellen durch die Stammzellen induziert wird oder ob andererseits Apoptose 
induziert, gehemmt oder gar nicht beeinflusst wird. Denn zumindest wurden all diese 
Möglichkeiten als Funktion von c-Myc wie aufgeführt schon in Studien nachgewiesen. Eine 
weitere wichtige Limitation ist die Tatsache, dass in dieser Dissertation die Zellen zweier 
verschiedener Spezies in Co-Kultur gebracht wurden, sodass nicht ausgeschlossene werden 
kann ob es zu Reaktionen aufgrund des Überschreitens d r Speziesbarriere kommt und 
inwieweit diese dann die beobachteten Ergebnisse beinflussen könnten. Um dies 
auszuschließen, müsste die Studie mit Zellen derselben Spezies wiederholt werden. Ebenfalls 
unklar bleibt bis zum heutigen Zeitpunkt, ob die Ergebnisse auf postmitotische Gewebe-
Kardiomyozyten, so wie sie im menschlichen Herzen vorliegen, übertragbar sind. Ebenfalls 
nicht abschließend geklärt werden konnte die Frage, ob die Ergebnisse durch parakrine 
Effekte der Stammzellen zustande kommen. Eine Möglichkeit dafür wäre die Anwendung 
einer kontinuierlichen Superfusion bei den Co-Kulturen, da damit parakrine Effekte 
abgeschwächt werden müssten. 
Die beobachtete Fähigkeit, dass KMSZ intrazelluläre Signalkaskaden in benachbarten 
Herzmuskelzellen aktivieren können, abhängig von ihrer Entfernung zueinander, könnte den 
Effekt erklären, den selbst eine kleine Anzahl überlebender KMSZ nach Transplantation hat.  
So beschäftigte sich eine Studie allein mit der Frage, welcher Anteil der transplantierten 
Stammzellen im Myokard verbleibt. Hofmann und Kollegen (2005) untersuchten dies mittels 
radioaktiv markierter unfraktionierter Knochenmarkzellen, die auch in dieser Dissertation 
verwendet wurden. Es stellte sich heraus, dass nur ca. 1,3-2,6% der markierten Zellen mittels 
3D-PET in der Infarktzone wiedergefunden werden konnte . 
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Die hier dargestellten Ergebnisse der ß-Adrenozeptor-Upregulation sowie der erhöhten 
Expression von c-Myc bilden eine neue Erklärung für die positiven Effekte, welche durch 
Stammzell-Transplantation nachgewiesen werden konnten. Dies könnte ein interessanter 
neuer Mechanismus sein, neben den bereits beschriebenen Faktoren wie zum Beispiel der 
Ausschüttung von VEGF und anderen (Dimmeler et al., 2005). 
Zusammenfassend können die beiden in der Aufgabenstellung genannten Fragen jeweils 
bejaht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Co-Kultivierung von humanen adulten 
Knochenmarkstammzellen mit neonatalen Rattenkardiomyozyten verschiedene Effekte nach 
sich zieht. So legen die Ergebnisse den Schluss nahe, dass es zu einer Aktivierung der 
Herzmuskelzellen kommt, was sich in einer erhöhten Betarezeptorendichte und in einer 
erhöhten Expression des Protoonkogens c-Myc zeigt. D ese beiden Effekte könnten mögliche 
kardioprotektive Mechanismen darstellen, die im Rahmen einer Stammzelltransplantation zu 
einer verbesserten Regeneration des dysfunktionalen Myokards (sei es durch ischämische 
oder nicht-ischämische Herzkrankheiten verursacht) fü ren. Eine erhöhte Betarezeptordichte 
kann der sympathoadrenergen Desensibilisierung, verursacht durch eine Downregulation der 
Rezeptoren im Rahmen einer Herzinsuffizienz, entgegenwirken und somit zu einem 
verbesserten Ansprechen auf die positiv inotrop wirkenden Betarezeptor-Agonisten führen. 
Die erhöhte c-Myc-Expression könnte eine Signalkaskade aktivieren, an derem Endpunkt der 
Wiedereintritt in den Zellzyklus steht. Dies könnte di  zelluläre Regeneration innerhalb des 
Herzmuskelgewebes positiv regulieren. Interessanterweise zeigten die Ergebnisse dieser 
Dissertation Effekte der Stammzellen auf die Herzmuskelzellen, die in topografischer 
Abhängigkeit zueinander stehen. So waren jene Kardiomyozyten, die sich in unmittelbarer 
Nähe zu einer Stammzelle befanden, in signifikant höherem Maße aktiviert im Sinne der oben 
genannten Effekte, als solche Kardiomyozyten, die sich in größerer Entfernung befanden. 
Dies lässt die Vermutung aufkommen, dass die Aktivierung durch einen parakrinen Effekt 
ausgelöst wird, vermittelt durch lösliche Faktoren, deren Konzentration direkt um die 
Stammzelle herum am größten ist. Dies bleibt jedoch nur eine rein hypothetische Aussage und 
bedarf weiterer Untersuchungen, genauso wie die Übertragung des Modells in die 
Komplexität eines in-vivo Modells. Die Einsatzmöglichkeit der adulten Stammzellen 
innerhalb der regenerativen Medizin hat innerhalb der letzten Jahre enorme Fortschritte 
gemacht, jedoch bleiben die meisten ursächlichen Mechanismen der beschriebenen positiven 
Ergebnisse bis heute noch unbekannt und deshalb die Anw ndung in der Klinik ein Grund für 
intensive Diskussionen. 
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Der Einsatz humaner Knochenmarkstammzellen (KMSZ) als moderne Therapieoption am 
erkrankten Herzen ist in den vergangen Jahren in den Fokus der klinischen Forschung 
gerückt. Viele Publikationen und klinische Studien wie TOPCARE-AMI (Assmus B, 2002) 
oder BOOST (Wollert KC, 2004) zeigen positive Ergebnisse in Bezug auf die Funktionalität 
des Herzens. Die genauen Wirkmechanismen sind jedoch n h unbekannt.  
Dhein und Kollegen (2006) wiesen nach, dass KMSZ nach intramyokardialer Injektion zu 
einer Upregulation der kardialen ß-Adrenozeptoren-Dichte führen.  
Das Ziel dieser Dissertation war die Überprüfung der Hypothese, dass KMSZ zu einer 
Upregulation der ß-Adrenozeptoren führen sowie über eine Erhöhung der Expression des 
Protoonkogens c-Myc regulierend und aktivierend in den Zellzyklus der Herzmuskelzellen 
eingreifen.  
Um dies zu erreichen wurden 1-2 Tage alte neonatale R tten-Kardiomyozyten für 5±2 Tage 
bis zu subkonfluenter Dichte kultiviert. Anschließend wurden KMSZ aus sternalen 
Knochenmarksproben isoliert. Die Proben wurden Patienten nach vorheriger Aufklärung 
entnommen, welche sich einer Herzoperation mit Sterno omie unterziehen mussten. Die 
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Isolation der Stammzellen erfolgte unter Anwendung einer Dichtegradienten-Zentrifugation 
nach Tomita und Kollegen (1999). Nach 3 Tagen in gemeinsamer Kultivierung wurden 
verschiedene weitere Untersuchungen an den Zellen durchgeführt. Zum einen wurde der 
Gesamtgehalt an c-Myc ermittelt und mit einer Kontrllkultur (Kardiomyozyten desselben 
Alters, aber ohne Zugabe von Stammzellen) verglichen. Dafür wurde eine Proteinisolation 
und -analyse durchgeführt. Nach einer Immunoprezipitat on mit Anti-c-Myc-Antikörpern 
wurde schließlich ein Western Blot durchgeführt und die entstanden Banden quantitativ 
analysiert. Es zeigte sich, dass jene Kardiomyozyten, die gemeinsam mit Stammzellen co-
kultiviert wurden, 34,33% mehr c-Myc exprimierten als die Kontrollgruppe, welche sich 
durch die gleiche Dichte an kultivierten Zellen sowie die gleichen Kulturbedingungen 
auszeichnete, aber keiner Co-Kultivierung mit KMSZ unterzogen wurde. 
Im nächsten Schritt wurden an einigen Co-Kulturen immunohistochemische Untersuchungen 
durchgeführt, um eventuell vorhandene lokale Effekte der Stammzellen auf die Aktivierung 
der Herzmuskelzellen darzustellen. Als Aktivierungs-Parameter wurde ebenfalls die 
Exprimierung des Protoonkogens c-Myc genutzt. Dementsprechend wurden Färbungen unter 
Nutzung entsprechender Antikörper angefertigt. Nach Auswertung der am 
Fluoreszenzmikroskop entstandenen Bilder zeigte sich, dass die Exprimierung von c-Myc 
signifikant hochreguliert war in solchen Kardiomyozten, die sich in unmittelbarer Nähe zu 
den Knochenmarkstammzellen befanden. Dieser Effekt nahm mit größer werdender 
Entfernung zur Stammzelle immer weiter ab. Jedoch konnte gezeigt werden, dass selbst in 
Kardiomyozyten, die keinen direkten, sondern nur indirekten Kontakt zu einer KMSZ hatten 
(d.h. zwischen Herzmuskelzelle und KMSZ lag maximal eine weitere Zellreihe), signifikant 
mehr Protein exprimiert wurde als in Zellen der Kontr llgruppe.  
Schließlich wurde analog zur Immunohistochemie bestimm , ob ein lokaler Einfluss der 
Stammzelle auf die sympathoadrenerge Aktivierung der H rzmuskelzelle besteht. Als 
Parameter wurde die Dichte der ß-Adrenozeptoren genutzt, die qualitativ bestimmt wurde 
mittels einer Histoautoradiographie und (125I)-iodocyanopindolol (ICYP) wie durch Summers 
und Kollegen (1995) beschrieben. Nach entsprechender Vorbehandlung wurden die Co-
Kulturen mit ICYP inkubiert. Die Detektion des Radioliganden erfolgte durch Auftragen der 
Fotoemulsion Kodak NTB. Die lokale Schwarzfärbung des Fotofilms wurde mittels 
Phasenkontrastmikroskopie dargestellt. Die unspezifische Bindung von ICYP konnte durch 
Anwendung des nicht-radioaktiven ß-Rezeptor-Agoniste  CGP12177A ermittelt werden. 
Schließlich erfolgte die Bestimmung der Intensität der Schwarzfärbung für jede ausgewertete 
Herzmuskelzelle. Die Werte wurden in Abhängigkeit zu der Entfernung der rot 
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fluoreszierenden Stammzellen gebracht und es zeigte sich, dass es bei jenen 
Herzmuskelzellen mit direktem Kontakt zu einer Stammzelle zu einer signifikanten Erhöhung 
der ICYP-Bindung kam. Mit steigender Distanz nahm die ICYP-Bindung ab. Die 
Knochenmarkstammzellen banden kein ICYP. Die erhöhte Bindung des Radioliganden 
spricht für eine erhöhte Dichte der ß-Rezeptoren (Upregulation) in den entsprechenden 
Zellen. Somit konnte gezeigt werden, dass Knochenmarkstammzellen im in-vitro Modell 
einen aktivierenden Einfluss auf Kardiomyozyten haben. Sowohl die Expression des 
Protoonkogens c-Myc als auch die Dichte der ß-Adrenoz ptoren wurde in den Co-Kulturen 
hochreguliert. Dabei konnte ein lokaler Effekt gezeigt werden, da die beschriebenen Effekte 
in den Kardiomyozyten am höchsten ausgeprägt waren, di  sich in unmittelbarer Nähe zur 
Stammzelle befanden. Dies könnte einen neuen, interessanten Mechanismus darstellen, der im 
Zusammenspiel mit vielen weiteren zu der in Studien b legten Verbesserung der kardialen 
Funktion erkrankter Herzen durch Stammzelltransplantation führt. Ob es sich bei den 
beschriebenen Ergebnissen um parakrine Effekte handelt, ob ein Stoff-Austausch zwischen 
den Stamm- und Herzmuskelzellen stattfindet oder ob es eine andere Ursache gibt, bedarf 
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